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1 Einleitung  
Durch die Leistungen der eigenen Sinnesorgane ist ein Lebewesen in der Lage, Signale seiner 
Umwelt aufzunehmen und auszuwerten. Durch die Fähigkeit zu sehen, zu hören, zu riechen, 
zu schmecken und zu fühlen kann die Außenwelt erfasst und mit ihr in Kontakt getreten 
werden. Der Mensch ist im Gegensatz zu vielen Tieren vor allem ein „Zögling des Auges“. 
Das Sehen liefert ihm die detailreichsten Eindrücke seiner Umgebung und bildet damit den 
Schwerpunkt der Orientierung. Das Ausmaß der Bedeutung des Sehsinnes können wir daran 
erkennen, dass wir schon beim Schließen der Augen die sichere Orientierung im Raum 
verlieren. Um dieses wertvolle Sinnessystem für alle in vollem Umfang nutzbar zu machen, 
wird intensiv an den Grundlagenmechanismen und an Heilungsmethoden von Augen-
erkrankungen geforscht. In der Grundlagenforschung dienen insbesondere tierische 
Modellorganismen vielfach als Studienobjekte. Hier können die beteiligten molekularen 
Komponenten des Sehvorganges dissektiert und in Ihrer Bedeutung und Funktion analysiert 
werden.  
Vor allem die Maus (Mus musculus) eignet sich ideal als Modellorganismus, da bei diesem 
Tier vergleichsweise leicht genetische Veränderungen detektiert und eingeführt werden 
können. Das können natürlich auftretende Mutationen im Genom sein, oder auch künstlich 
herbeigeführte genomische Veränderungen, die knock-out (das Ausschalten der Expression 
bestimmter Gene), oder knock-in (die Expression von veränderten Proteinen durch Mutatio-
nen im entsprechenden Gen) Mutationen bedingen. Mithilfe solcher genetisch veränderten 






2.1 Aufbau und Funktion des Auges 
2.1.1 Der Augapfel (Bulbus oculi) 
Das Auge (Abb. 1)  ist ein Hohlorgan, dessen Wand aus drei Schichten besteht: Äußere 




seinem  Inneren  das  Kammerwasser  (Liquor  intraocularis),  die  Linse  (Lens)  und  den 
Glaskörper (Corpus vitreum) (WALDE et al. 2008). Das Auge ist das zentrale Sinnesorgan 
für  die Wahrnehmung  von  Licht.  Das  Licht  tritt  durch  die Hornhaut  (Cornea)  ein  und 
wird durch die  Linse  (Lens)  auf  die Rückseite des Auges projiziert. Dabei  passiert  das 
Licht  den  Glaskörper  (Corpus  vitreum)  und  trifft  dann  auf  die  Netzhaut  (Retina).  In 
diesem spezialisierten sensorischen Gewebe, welches ein Teil des Zentralnervensystems 
ist, wird der physikalische Reiz  „Licht“  in elektrische Signale umgewandelt. Das Signal 
wird  über  den  Sehnerv  (Nervus  opticus)  an  das  Gehirn  geleitet  und  für  die 
Wahrnehmung weiterverarbeitet. 
 
Abb. 1 : Schichtengliederung des Augapfels (Bulbus oculi). Das Auge ist lateral gefenstert darge-
stellt (modifiziert nach Mikroskopische Anatomie der Organe-Auge und Retina; Wagner; entnommen: 
http://www.anatom.uni-tuebingen.de/docs/MolHistoSS2004/XXAugeRetina.pdf). Arterielle Gefäße 





2.1.2 Die Netzhaut (Retina) 
Die Netzhaut des Säugetierauges entsteht während der embryonalen Entwicklung aus einer 
Ausstülpung des Zwischenhirnbodens und stellt damit einen vorgelagerten Bestandteil des 
Gehirns mit einem komplexen neuronalen Netzwerk dar. Durch das optische System des 
Linsenauges wird ein Bild der Umgebung auf den Augenhintergrund projiziert und von der 
Netzhaut in neuronale Signale umgewandelt. Die  eigentlichen  Sinneszellen  in  der Retina 
sind  die  Photorezeptoren.  Diese  befinden  sich  in  der  dem  Licht  abgewandten 












Abb. 2 : Schematische Darstellung des anatomischen Aufbaus der Netzhaut (Retina); links eine 
histologische Aufnahme der Retina (Lectin-DAPI-Färbung markiert die Außensegmente der ZPR); 
rechts eine Übersichtszeichnung. PE: retinales Pigmentepithel; OS + IS: outer segments und inner 
segments; ONL: outer nuclear layer; OPL: outer plexiform layer; INL: inner nuclear layer; IPL: 
inner plexiform layer; GCL: ganglion cell layer; NFL: nerve fiber layer; (verändert nach Anon. MPI 
Heidelberg (zitiert vom 06.02.2006) ;ISO-8859-1,http://www.mpimf-heidelberg.mpg.de/~teuler/Pics 
/retina1dt.htm) 
 
Die Neuroretina ist bei Wirbeltieren aus drei nukleären Zellschichten aufgebaut (Abb. 2):  
1. Die äußere Körnerschicht (outer nuclear layer, ONL) besteht aus den Zellkernen der 
Photorezeptoren. Der ONL schließen sich in Richtung retinales Pigmentepithel (RPE) die 
Innensegmente (inner segments, IS) und die Außensegmente (outer segments, OS) der 
Photorezeptoren an. 2. Die innere Körnerschicht (inner nuclear layer, INL) ist die Schicht der 
Interneurone. Sie beinhaltet die Zellkörper der Horizontalzellen, Bipolarzellen und 
Amakrinzellen. 3. Die Ganglienzellschicht (ganglion cell layer, GCL) beinhaltet die 
Zellkörper der Ganglienzellen und weiterer Amakrinzellen.  
Getrennt werden diese nukleären Schichten durch zwei Schichten, die keine Zellkörper 




1. In der äußeren plexiformen Schicht (outer plexiform layer, OPL) liegen die Synapsen 
(Pedicles) der Photorezeptoren und die Dendriten der Bipolar- und Horizontalzellen. 2. Die 
innere plexiforme Schicht (inner plexiform layer, IPL) dagegen enthält die Axone und 
Dendriten der Bipolarzellen, sowie die Dendriten der Amakrinzellen und der Ganglienzellen 
(KANDEL und KAXIRAS 1995). Dem Glaskörper zugewandt liegt die Nervenfaserschicht 
(nerve fiber layer, NFL). Sie enthält die Axone der Ganglienzellen.  
Zusätzlich zu den neuronalen Zellen sind in der Retina noch sogenannte Gliazellen 
vorhanden: Mikroglia, Astrozyten und Müllerzellen. Die Zellkerne der Müllerzellen befinden 
sich in der INL; ihre Ausläufer ziehen sich durch alle retinalen Schichten und bilden über 
tight junctions die ILM (inner limiting membrane) und OLM (outer limiting membrane) der 
Netzhaut (REICHENBACH et al. 1990). 
2.1.3 Die Photorezeptoren 
Die  Photorezeptoren  sind  aus  einem  lichtempfindlichen  Außensegment,  welches  in 
engem  Kontakt  mit  dem  retinalen  Pigmentepithel  (RPE)  steht,  ein  im  Wesentlichen 
durch  ein  9+2  Zilium  gebildetes  schmalen  Verbindungsstück,  dem  Innensegment 




Bei den meisten Säugetieren können zwei unterschiedliche Photorezeptortypen unterschieden 
werden, die Zapfenphotorezeptoren (ZPR) und die Stäbchenphotorezeptoren (SPR). 
A: B:  
 
Abb. 3 : Darstellungen des Aufbaus von Stäbchen- bzw. Zapfenphotorezeptoren; A: Schema-
zeichnung der Photorezeptoren mit ihrer morphologischen Einteilung in synaptischen Endfuß, Innen- 
und Außensegment; (modifiziert Anon., The Brain From Top To Bottom, 2009, (zitiert vom 
12.10.2009), ISO-8859-1, >http://www.thebrain.mcgill.ca/flash/d/d_02/ d_02_m/ d_02_m_vis/ 





Die Photorezeptortypen unterscheiden sich u. a. in der Morphologie der Außensegmente. Bei 
den ZPR ist das Außensegment deutlich kürzer, konisch ausgebildet und zeigt tiefe Einstül-
pungen der Plasmamembran, während es bei den SPR zylindrisch geformt und mit vollständig 
abgeschnürten, übereinander gestapelten Membranscheiben, den sogenannten Discs, 
vollgepackt ist (Abb. 3B). Als Hauptelement des skotopischen Systems dienen SPR dem 
Dämmerungssehen bei geringen Lichtintensitäten. Das photopische System mit dem ZPR als 
Lichtrezeptor ist für das Tages- und Farbensehen zuständig. Bei Säugetieren ist das photopi-
sche System, auf welches in der vorliegenden Arbeit näher eingegangen wird, sehr unter-
schiedlich stark entwickelt und weist speziesspezifische Eigenheiten auf.  
Bei den Primaten gibt es drei ZPR-Typen, deren Sehfarbstoffe (Zapfenopsine) ihre Absorp-
tionsmaxima bei den Wellenlängen ~426nm (blau = kurzwellig), ~530nm (grün = mittelwel-
lig) und ~558nm (rot/gelb = langwellig) haben, wodurch trichromatisches Farbsehen ermög-
licht wird (MERBS und NATHANS 1992). In der Nagerretina kann man hingegen nur zwei 
ZPR-Typen unterscheiden. Die kurzwelligen ZPR mit dem Absortionsmaximum bei der 
Wellenlänge ~ 360 nm und die mittelwelligen ZPR, die mit einem Opsin auftreten, das ein 
Absorptionsmaximum bei ~510 nm aufweist. Wobei zu beachten ist, dass teilweise beide 
Opsine in einem ZPR exprimiert sind (APPLEBURY et al. 2000). Beim Primaten ist die 
Dichte der ZPR auf der Netzhaut in der Fovea centralis (Sehgrube, gelber Fleck, der Bereich 
des schärfsten Sehens) am größten und nimmt zur Peripherie hin ab. Umgekehrt nimmt die 
Dichte der Stäbchen vom Zentrum zur Peripherie hin zu (WILLIAMSON und CUMMINS 
1983). Im Unterscheid dazu weisen die ZPR in der Retina der Maus ein dorso-ventral 
ausgerichtetes Verteilungsmuster der beider ZPR-Typen auf, ohne ein der Primatenretina 
entprechendes ZPR-dichtes Zentrum (Abb. 4) (SZEL et al. 1992). Zudem sind in der 
Mäuseretina nur 3% der Photorezeptoren Zapfen, im Gegensatz zu 5% in der Primatenretina 
(JEON et al. 1998). 
 
Abb. 4 : Schematische Darstellung der Verteilung der Zapfenphotorezeptoren (ZPR) in der 
Mäuseretina anhand immunhistologischer whole mount Färbungen. Die Intensität der ZPR-
Verteilung wird anhand der Farben deutlich. Die angegebenen Zahlen stehen für die Anzahl der ZPR 
in tausend pro mm2. A: Verteilung der mittel-/langwelligen;B: Verteilung der kurzwelligen ZPR 





2.1.4 Die Phototransduktion 
Mit  der  Lichtabsorption  durch  die  Sehpigmente,  die  in  die  Membraneinfaltungen  der 
Außensegmente eingelagert sind, wird die Phototransduktionskaskade initiiert. Hierbei 
wird  das  physikalische  Signal  Licht  zuerst  in  ein  biochemisches  und  danach  in  ein 
elektrisches  Signal  umgewandelt  (MULLER  und  KAUPP  1998).  Die Phototransduktion 
kann in drei Prozesse eingeteilt werden: Die Signalumwandlung, die Inaktivierung des 
Sehpigmentes und die Inaktivierung des G-Proteins Transducin (RIDGE et al. 2003). Die 
Signalumwndlung soll hier vorgestellt werden: 
Die Phototransduktionskaskade beginnt mit der Absorption eines Lichtquants durch das 
Chromophor  (11‐cis‐Retinal).  Das  Chromophor  und  das  Apoprotein  bilden  zusammen 
das Sehpigment (Abb. 5A).  
A:  B:  
Abb. 5 : A: Schematische Darstellung des Stäbchenopsins (Rhodopsin) und seine Integration in 
die Membran. Das Apoprotein ist gelb dargestellt, seine Transmembrandomänen umschließen das 
Chromophor (verändert nach (MULLER und KAUPP 1998)); B: Struktur eines SPR und dessen 
retinale Ionenströme (NCBI 2010a). 
 
Die Absorption eines Lichtquants bedingt eine Konformationsänderung des Chromophors 
vom 11-cis-Retinal zum all-trans-Retinal und die energetische Aktivierung des Opsins. 
Hierdurch wird eine Enzymkaskade ausgelöst (Abb. 6), in deren Folge, über die Aktivierung 
des Guanosintriphosphat (GTP)-bindenden Proteins Transducin (Td), die latente Hemmung 
der retinalen Phosphodiesterase (PDE) aufgehoben wird. Td ist ein aus drei Untereinheiten (α, 
β, γ) aufgebautes G-Protein. Bei seiner Aktivierung bindet GTP an die α-Untereinheit und löst 
sich von den vereint bleibenden, hemmenden β- und γ- Untereinheiten, um eine Verbindung 
mit der PDE einzugehen. Die PDE der Photorezeptoren ist ihrerseits aus zwei katalytischen 
Untereinheiten und zwei inhibitorischen Untereinheiten aufgebaut. Durch die spezifische 
Interaktion des aktivierten Td-α mit der inhibitorischen PDE-Untereinheit wird diese von den 




Hydrolyse. Durch die Hydrolyse von cGMP wird der intrazelluläre cGMP-Spiegel abgesenkt. 
Im Dunkeln hält eine hohe intrazelluläre cGMP-Konzentration immer einen Teil der in der 
Plasmamembran lokalisierten cGMP-gesteuerten Kationenkanäle (CNG-Kanal = cyclic 
nucleotide gated channel) geöffnet. Das führt zu einem ständigen Einstrom von Na+- und 
Ca2+- Ionen (Dunkelstrom). Durch Lichteinfall sinkt, wie oben beschrieben, der intrazelluläre 
cGMP-Spiegel ab und die erniedrigte Ligandenkonzentration führt zum Schließen der CNG-
Kanäle. Bei andauerndem Kationenausstrom entsteht dadurch eine lokale Hyperpolarisation. 
Dieser Spannungsimpuls wird passiv an den synaptischen Endfuß des Photorezeptors 
weitergeleitet und unterdrückt dort die Freisetzung des Neurotransmitters Glutamat. Die 
veränderte Freisetzungskonzentration des Neurotransmitters bedingt eine differentielle 
Erregung der nachgeschalteten Neuronen.  
Das Schließen der CNG-Kanäle bewirkt insgesamt gesehen eine Verminderung des Ca2+-
Einstromes in das Außensegment. Da der retinale Na+/K+-Ca2+-Austauscher (NCKX), der 
ebenfalls in der Plasmamembran lokalisiert ist, licht-unabhängig Ca2+ - und K+-Ionen aus der 
Zelle heraus und im Gegenzug Na+ -Ionen in die Zelle hinein transportiert, ständig aktiv ist, 
sinkt die intrazelluläre Ca2+-Konzentration [Ca2+] weiter ab (Abb. 5B). Dies ist von Bedeu-
tung, da der [Ca2+] eine zentrale Rolle bei der Regelung des cGMP-Spiegels, der Inaktivie-
rung des Sehpigments und des Transducins spielt (KAUPP und KOCH 1992) (KOUTALOS 
und YAU 1996) (RIDGE et al. 2003). So bewirkt die verringerte [Ca2+] die beschleunigte 
Neusynthese von cGMP durch die retinale Guanylatzyklase (RetGC). Dies wird durch das 
Ca2+-Bindeprotein Guanylatzyklase Aktivator Protein (GCAP) vermittelt.  
Elektrophysiologische und biochemische Untersuchungen zeigen, dass die Phototransduktion 
in Stäbchen- und Zapfenphotorezeptoren prinzipiell auf ähnlichen molekularen Mechanismen 
beruht, wobei die verschiedenen Faktoren und Enzyme meist von distinkten Genen kodiert 
werden und somit Isoformen darstellen. Hinsichtlich der Kinetik und der Empfindlichkeit 






Abb. 6 : Schematische Darstellung der Signaltransduktionskaskade in einer einzelnen 
Membraneinfaltung eines Zapfen-Außensegments (verändert nach (WISSINGER und SHARPE 
1998)).  
1 Wird das lichtabsorbierende Pigment durch das Photon (h*v) angeregt (P*), so bewirkt dies als 
Folge der Strukturänderung die Spaltung des inaktiven G-Proteins Transducin (Tdi) und der damit 
gekoppelten GDP zu GTP-Austausch am aktivierten Transducinrest (Tda). 2 Der aktive Transducinrest 
(α-Untereinheit) entzieht der inaktiven Phosphodiesterase (PDEi) die inhibitorische Untereinheit und 
bewirkt dadurch deren enzymatische Aktivität (PDEa). 3 Die aktive Phophodiesterase (PDEa) 
hydrolysiert cGMP und senkt damit den intrazellulären cGMP-Spiegel ab. 4 Der „im Dunkeln“ 
geöffnete cGMP-gesteuerte Kationenkanal (CNGoffen), der für einen kontinuierlichen Kationen-Ein-
strom sorgt und dadurch ein Ruhe-Gleichgewichtspotential erzeugt, wird durch cGMP offen gehalten. 
Beim Absinken dieses intrazellulären cGMP-Spiegels schließt sich der Kationenkanal (CNGgeschlossen). 
5 Durch den verminderten Kationeneinstrom entsteht eine Membranhyperpolarisation, die als 
fortgeleiteter Impuls die Neurotransmitterfreisetzung (Glutamat) verändert. Durch den permanent 
aktiven K+-abhängigen NCKX-Austauscher werden ständig Ca2+-Ionen aus dem Außensegment 
transportiert. 6 Die Inaktivierung und Regeneration des Photopigmentes wird durch die Opsinkinase 
(OK) ermöglicht. Nach der durch einen erniedrigten Calciumspiegel induzierten Abtrennung von 
Recoverin (REC), phosphoryliert die OK das Opsin, wodurch die Bindung von Arrestin an das 
Pigment ermöglicht wird. 7 Die Bindung von Arrestin deaktiviert das Opsin und ermöglicht seine 
Regeneration 8 Durch die Bindung an die Ca2+- abhängigen Guanylatzyklase aktivierenden Proteine 
(GCAPs) ist die retinale Guanylatzyklase (RetGC) inaktiviert. Beim Abfall der intrazellulären [Ca2+] 
wird diese Bindung gelöst und die RetGC synthetisiert cGMP, wodurch [cGMP] ansteigt. Das 
wiederum bedingt das Öffnen der CNG-Kanäle. 
 
2.1.5 Potentielle Kandidatengene 
Kandidatengene für die erbliche Netzhautdystrophie sind solche Gene, von denen ange-
nommen wird, dass sie in ihrer Funktion essentiell und in ihrer Expression spezifisch für die 
Netzhaut sind. Die meisten der Gene, die für Komponenten der Phototransduktionskaskade 
kodieren, stellen solche Kandidatengene dar. Im Folgenden wird auf die Kandidatengene 




2.1.5.1 NCKX(Na+/Ca2+-K+)-Austauscher der Zapfenphotorezeptoren 
Der Na+/Ca2+-K+-Austauscher der ZPR (NCKX2) ist Mitglied einer Familie von kaliumab-
hängigen Ionen-Austauschern (Tab. 1). Das Slc24a2-Gen kodiert für diesen Austauscher. 
Tabelle 1 : Übersicht über die Na+/K+-Ca2+-Austauscher-Familie 















(TSOI et al. 1998) 




(KRAEV et al. 
2001) 




(LI et al. 2002) 
Slc24a5 Nckx5 Intrazelluläre Membra-
nen (Melanosomen) 
keine Angaben (LAMASON et al. 
2005) 
Slc24a6 Nckx6 ubiquitär keine Angaben (CAI und 
LYTTON 2004) 
Das Slc24a2-Gen der Maus ist aus 11 Exonen aufgebaut; das full-length Transkript hat eine 
Länge von 3829 Nukleotiden und kodiert für ein Protein von 666 Aminosäuren (EGB 2010a). 
Das Protein des Nckx2-Austauscher der Maus ist in ZPR, Ganglienzellen, cerebralen Arealen, 
Leber, Herz, Milchdrüsen exprimiert (UCSC GB 2010a). Beim Menschen wurde das Protein 
des Austauschers im Gehirn, Auge, Herz, Uterus und in der Leber nachgewiesen (UCSC GB 
2010b). Das Protein weist 11 Transmembrandomänen auf, mit denen der Austauscher fest in 
der Außenmembran der Photorezeptoren verankert ist (Abb. 7) (SCHNETKAMP 2004).  
KANG und SCHNETKAMP (2003) beschreiben die Bildung von Oligomeren sowohl zwi-
schen einzelnen Nckx2-Austauschern als auch mit CNG-Kanälen (α-Untereinheit). Dieser 
retinale Na+/K+-Ca2+-Austauscher (Nckx2) wird bisher als die einzige Möglichkeit beschrie-
ben, Ca2+-Ionen aus dem Außensegment der Zapfenphotorezeptoren zu schleusen 
(SCHNETKAMP 2004) (Abb. 5B). 
 
Abb. 7 : Schematische Darstellung des Nckx2-Austauschers (verändert nach (SCHNETKAMP 
2004)) SPase bezeichnet die Signal Peptidase, welche die mit 0 bezeichnete Transmembrandomäne 
abtrennt; Y kennzeichnet eine Glykolisierungsstelle des Proteins; die gelb gefärbten Transmembran-
domänen sind α-repeats, die in der ganzen NCKX-Familie konserviert sind und für den Ionentransport 





Damit wird dem NCKX2-Austauscher eine essentielle Rolle zugesprochen, bei deren Wegfall 
man einen Funktionsverlust der Zapfen annehmen müsste. Diese Hypothese soll anhand des 
in dieser Arbeit beschriebenen Mausmodells Slc24a2ENU untersucht werden. In dieser 
Mausmutante wird ein verkürzter, mutmaßlich nicht funktioneller NCKX2-Austauschers 
exprimiert.  
2.1.5.2 Die Phosphodiesterase der Photorezeptoren (PDE6) 
Die Phosphodiesterase (PDE6) der ZPR unterscheidet sich von der der SPR sowohl hin-
sichtlich der Proteinstruktur, als auch in der Zusammensetzung der Untereinheiten. Die 
Stäbchen-PDE6 ist ein Heterotetramer, bestehend aus je einer α- (PDE6A), einer β- (PDE6B) 
und zwei γ- (PDE6G) Untereinheiten, wobei die α- und β- Untereinheiten die katalytischen, 
und die γ- Untereinheiten die inhibitorischen Polypeptidketten darstellen. Die PDE6 der ZPR 
ist hingegen aus zwei identischen katalytischen α’-Untereinheiten (PDE6C) und zwei 
inhibitorischen γ’-Untereinheit (PDE6H) aufgebaut (WENSEL 2008). 
Das Pde6c-Gen der Maus ist auf Chromosom 19 lokalisiert und besteht aus 22 Exons. Das 
Gen kodiert für eine 861 Aminosäurereste lange Polypeptidkette, die zwei potentielle cGMP-
Bindestellen (GAF-Domänen) und eine katalytische Domäne aufweist (Abb. 8) (LI et al. 
1990) (GRANOVSKY und ARTEMYEV 2000). Die Expression des PDE6C Proteins wurde 
beim Menschen im Blut, Auge, Uterus, Hoden und in der Lunge nachgewiesen. Bei der Maus 
wurden Pde6c-Transkripte in der Epiphyse, im Auge, in der Milz, der Bauchspeicheldrüse, 
der Niere, der Leber und im braunen Fettgewebe gefunden (UCSC GB 2010c).  
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Abb 8 : Schematische Darstellung der Funktionseinheiten des PDE6C-Proteins 
(Abbildung dargestellt nach (LI et al. 1990) (FRANCIS et al. 2000) (GRANOVSKY und 
ARTEMYEV 2000) (GRANOVSKY und ARTEMYEV 2001), sowie nach den Angaben von NCBI 
2010b.  
 
Mutationen in den Genen für die katalytischen Untereinheiten der PDE6 verursachen unter-
schiedliche retinale Erkrankungen. So führen Mutationen in PDE6A beim Menschen zu einer 




vergleichbaren - progressiven Retina Atrophie (PRA) beim Cardigan Welsh Corgi 
(PETERSEN-JONES et al. 1999). Veränderungen in PDE6B können eine autosomal rezessive 
Retinitis pigmentosa (MCLAUGHLIN et al. 1993) oder die kongenitale stationäre 
Nachtblindheit (GAL et al. 1994) beim Menschen bedingen. In der Tierwelt sind für 
Mutationen in diesem Gen eine natürliche Mausmutante (rd1) mit rascher retinaler Degene-
ration (BOWES et al. 1990) und eine Irisch Setter - Zucht, mit einer rod-cone dysplasia (rcd1) 
bekannt (SUBER et al. 1993). 
GAO et al. (1999) konnten bei der Suche nach Mutationen im Gen für die α’-Untereinheit der 
Phosphodiesterase (PDE6C) bei 456 humanen Patienten mit unterschiedlichen Erschei-
nungsformen vererbbarer retinaler Erkrankungen keine Mutation finden. Im Molekulargene-
tischen Labor der Universitäts-Augenklinik Tübingen wurden jedoch bei Untersuchungen von 
Patienten mit autosomal rezessiver Achromatopsie Mutationen im PDE6C-Gen gefunden 
(CHANG et al. 2009). Das in dieser Arbeit untersuchte cpfl1- Mausmodell stellt das 
entsprechende Tiermodell mit Mutationen in Pde6c-Gen dar (CHANG et al. 2002) (CHANG 
et al. 2009). Die Untersuchung dieses Tiermodells soll Aufschlüsse über die zugrunde 
liegenden Pathomechanismen liefern. 
2.2 Mausmodelle 
Für die Untersuchung der zwei Kandidatengene, die in dieser Arbeit vorgestellt werden 
sollen, wurden drei bekannte Mauslinien und eine neu generierte transgene Mauslinie 
(Slc24a2ENU-Mausmutante), sowie Doppelmutanten aus diesen Linien, herangezogen. Im 
Folgenden werden die drei bekannten Mauslinien vorgestellt und der Grund ihrer Nutzung in 
dieser Arbeit dargelegt.  
2.2.1 Transgene Cone-GFP-Mausmutante (B6.SJL-TG(OPN1LW-
EGFP)85933) 
Die transgene Cone-GFP-Mausmutante zeichnet sich durch die selektive Expression von 
jellyfish green fluorescens protein (GFP; fluoreszierendes Quallenprotein) in den ZPR aus. 
Diese Maus wurde durch eine Vorkerninjektion eines Transgen-Konstruktes in C57Bl/6 x SJL 
F1-Mäuseembryonen hergestellt. Das verwendete Transgen-Konstrukt besteht aus dem 
Promotor des humanen LWS-Opsin Gen und einer nachgeschalteten GFP Reportergen-
Kassette. Die etablierte transgene Mauslinie zeigt eine hohe Expression von GFP in allen ZPR 
der Maus (FEI und HUGHES 2001). Weiterhin wurden in der Veröffentlichung von FEI und 
HUGHES (2001) die Isolierung der GFP-exprimierenden ZPR mittels FACS und die 
Genotypisierung der transgenen Maus beschrieben. Nach REX et al. (2005) gilt die 
Expression des autofluoreszierende GFP in den lichtempfindlichen ZPR als nicht toxisch, 
obwohl die ERG Antworten der ZPR in deren Studie um 50% im Vergleich zum Wildtyp 
reduziert waren. Allerdings wurde in deren Arbeit die Funktion der ZPR dieser transgenen 
Mäuse lediglich im Alter von drei bis zehn Wochen beschrieben (REX et al. 2005). Eine 
eingehendere Untersuchung zum Einfluss der GFP-Expression auf die ZPR Funktion ist 





Die Trα-/--Mauslinie stammt aus dem Labor von Janis Lem, Tufts-New England Medical 
Center, Boston, Maine, USA. Es handelt sich dabei um eine knock-out-Mutante bei der in das 
Gnat1 Gen für die α-Untereinheit des Stäbchen-Transducin eine Neomycin-Kassette inseriert 
ist. Transducin ist aus einer α-, β- und γ-Untereinheit aufgebaut und stellt das essentielle G-
Protein in der Phototransduktionskaskade dar (Abb. 6). Die knock-out Mutation bewirkt einen 
kompletten Verlust des Proteins. Der Ausfall des Proteins bedingt einen Verlust der SPR-
Antwort im ERG (CALVERT et al. 2000). Der Vorteil dieser Mausmutante gegenüber 
anderen Mausmutanten, bei denen die Stäbchenfunktion ausgeschaltet ist, ist die bei der Trα-/-
-Mausmutante milde und langsam fortschreitende Veränderung der Retinamorphologie. 
Damit ist eine funktionelle Untersuchung der äußeren Retina, z.B. bei Einkreuzung einer 
weiteren Mutation, während eines großen Zeitfensters möglich. Somit eignet sich diese 
Mausmutante sehr gut, um selektiv Mutationen im ZPR-System zu überprüfen. 
2.2.3 cpfl1-Mausmodell 
Diese natürlich auftretende Maus wurde durch ein phänotypisches Screening im Jackson 
Labor, Bar Harbor, Maine, USA mittels ERG-Untersuchung identifiziert. Das Mausmodell 
weist bereits im Alter von drei Wochen keine ZPR-Antwort im ERG mehr auf (CHANG et al. 
2002). Aufgrund ihres Phänotyps erhielt dieses Mausmodell den Namen, „cpfl1“, dabei steht 
dieses Akronym für „cone photoreceptor function loss 1“. Durch Kopplungsanalyse wurde 
der zugrunde liegende Gendefekt auf Chromosom 19 lokalisiert. Innerhalb des kritischen 
Chromosomenabschnitts wurde das Pde6c–Gen als Kandidatengen identifiziert. Das Pde6c-
Gen kodiert für 861 Aminosäuren und damit für ein 98,8 kDa Protein. Bei der Analyse der 
cDNA-Sequenz wurde eine 116 bp große Insertion im Pde6c-Gen detektiert. Diese Insertion 
liegt auf der RNA-Ebene zwischen Exon 4 und Exon 5 und bedingt bei der Translation durch 
die Generierung eines Stop-Codons (premature termination codon, PTC) einen vorzeitigen 
Abbruch der Protein-Synthese (CHANG et al. 2009). Der Stammhintergrund des cpfl1-
Mausmodells ist der CXB-1BY-Stamm. Dieser Stamm stellt eine Inzuchtlinie dar, die durch 
die Kreuzung von C57BL/6- und BALB/cByJ-Mäusen und und nachfolgende Inzucht der F1-
Tiere entstanden ist. Im Parentalstamm, dem reinerbigen Elternstamm BALB/cByJ des cpfl1-
Mausmodells, wurde eine verminderte ZPR-Antwort im ERG nachgewiesen (persönliche 




2.3 Zielstellung  
Ziel dieser Arbeit war es, die retinale Funktion der Kandidatengene Pde6c und Slc24a2 
anhand von bekannten sowie von neu gezüchteten Mausmodellen genetisch, histologisch und 
elektrophysiologisch zu untersuchen. Dazu wurde zum einen die Slc24a2ENU-Maus, eine 
durch durch ENU-Mutagenese generierte Mausmutante, untersucht. Hierbei war insbesondere 
die phänotypische Charakterisierung dieser bislang noch nicht studierten Mausmutante 
interessant. Um die Funktion der Zapfenpopulation besser untersuchen zu können, wurde die 
Slc24a2ENU-Mauslinie mit der Tra-/--Mauslinie gekreuzt, um so die ZPR isoliert untersucht zu 
können (CALVERT et al. 2000).  
Des Weiteren sollte das cpfl1-Mausmodell, dessen Phänotyp bereits beschrieben wurde und 
welcher wahrscheinlich als Zapfendegeneration einzustufen ist, herangezogen werden 
(CHANG et al. 2002). In dieser Arbeit sollte die bis zu diesem Zeitpunkt unbekannte Muta-
tion auf DNA-Ebene charakterisiert und der Verlauf der Degeneration untersucht werden. 
Dazu wurde als Doppelmutante auch eine cpfl1 x Cone-GFP Maus generiert, bei der die ZPR 
das GFP exprimieren, um die ZPR in histologischen Präparaten und in in vivo Imaging – 
Verfahren besser darstellen zu können. 
Weiterhin wurde die Cone-GFP-Mausmutante mit beiden oben genannten Mauslinien ge-
kreuzt, um eine bessere Darstellbarkeit der ZPR zu erlangen (FEI und HUGHES 2001). 
Zusätzlich wurde bei der Cone-GFP-Maus überprüft, ob das GFP bei älteren Mäusen einen 
toxischen bzw. lichtschädigenden Effekt auf die ZPR hat.  
Bei allen Mausmodellen wurde ein einheitlicher Maus-Stammhintergrund (C57BL/6) züch-
terisch angestrebt, auf diese Weise sollten eventuelle, vom genetischen Hintergrund abhän-






3 Tiere, Material und Methoden 
3.1 Versuchstiere 
Im Rahmen dieses Forschungsvorhabens wurden Versuchstiere (Mus musculus) der Stämme: 
C57BL/6, C3HeB/FeJ (C3H) und BALB/c verwendet. Die für die durchgeführten Versuche 
verwendeten Tiere stammten aus der eigenen Nachzucht des Molekulargenetischen Labors 
der Augenklinik Tübingen. Jede Mausmutante wurde auf einen kongenen Inzuchtstamm 
gezüchtet. Bei einem kongenen Inzuchtstamm wird der stammfremde Locus nach ca. 10 
Rückkreuzungen durch kontrollierte Inzucht in einen Stamm - hier C57BL/6 - eingeführt. Der 
Ausgangsstamm (C57BL/6) und der kongene Stamm unterscheiden sich dann im We-
sentlichen nur noch in diesem Locus.  
Alle Mäuse wurden unter identischen Bedingungen gehalten. Ihre Unterbringung erfolgte in 
Makrolonkäfigen des Typs II, in Gruppengrößen von 1-5 Tieren, auf Labortiereinstreu mit 
daraufliegendem Gitterrost unter gleichbleibenden klimatischen Bedingungen (20-23°C 
Raumtemperatur, 50-60% relative Luftfeuchtigkeit, Lichtprogramm mit 12 Stunden dauernder 
Tagphase). Pelletiertes Alleinfuttermittel für Mäuse sowie Wasser standen den Tieren ad 
libitum zur Verfügung. Die Nachkommen wurden im Alter von 3-4 Wochen abgesetzt, durch 
Ohrlochung markiert und nach Geschlecht getrennt gehalten. Das Gewebe aus der Ohr-
lochung wurde in der Genotypisierung eingesetzt. 
Sämtliche Organentnahmen standen im Einklang mit den Richtlinien der ARVO-Resolution 
(Association for Research in Vision und Ophthalmology) zum Gebrauch von Tieren in der 
medizinischen Forschung und dem nationalen Tierschutzgesetz. Eine Mitteilung zur Tötung 
und Organentnahme nach §4 zu wissenschaftlichen Zwecken (24-03-03) von Tieren lag dem 
Regierungspräsidium Tübingen vor. 
3.1.1 Cone-GFP–Mausmutante (B6.SJL-TG(OPN1LW-EGFP)85933) 
3.1.1.1 Herkunft der Cone-GFP–Mausmutante (B6.SJL-TG(OPN1LW-EGFP)85933)  
Diese transgene Mauslinie wurde von FEI und HUGHES (2001) generiert  und vom MMRRC 
(Mutant Mouse Regional Resource Center), Harlan, Indianapolis, Indiana, USA bezogen. Der 
Stamm wurde dort als B6.SJL-TG(OPN1LW-EGFP)85933 mit der Linien-Nr. 043-H/M 
geführt. 
3.1.1.2 Stammhintergrund der Cone-GFP-Mausmutante 
Der Stammhintergrund der Mauslinie stellt eine Kreuzung von C57BL/6-Mäusen mit dem 
Mäusestamm SJL dar. Bereits im MMRRC wurden die Tiere vier Generationen auf den 
C57Bl/6-Stamm zurückgekreuzt, um die Pde6brd1 Mutation (3.1.1.2), die ebenfalls im SJL-
Stamm auftritt, zu eliminieren. Bei diesen Tieren wurde ein kongener Inzuchtstamm mit dem 
Ausgangsstamm C57BL/6 angestrebt. 




3.1.2.1 Herkunft der Slc24a2ENU-Mausmutante 
Die Versuchstiere wurden bei der Firma Ingenium Pharmaceuticals AG, Martinsried, bezo-
gen. Sie entstammt einer Bank von durch eine ENU (N-Ethyl-N-Nitrosourea)-induzierte 
Mutagenese veränderten Mauslinie C3HeB/FeJ (C3H). N-Ethyl-N-Nitrosourea stellt mit das 
größte Mutagen für Säuger dar. Es verursacht zufällige Punktmutationen im Genom (RUSS et 
al. 2002). In dieser Mauslinie wurde ein Basenpaaraustausch im Exon 10 des Slc24a2-Gens 
detektiert (c.1722g>t). Diese Mutation stellt eine nonsense Mutation dar und führt zu einem 
premature termination codon (PTC) (p.G575X) (NCBI 2010c).  
3.1.2.2 Stammhintergrund der Slc24a2ENU-Mausmutante 
Der Stammhintergrund C3HeB/FeJ (C3H) enthält eine bekannte Mutation im pde6b Gen, die 
den autosomal rezessiv vererbten „retinal degeneration 1“ (rd1)- Phänotyp verursacht. Dabei 
ist in der β-Untereinheit der Stäbchen-Phosphodiesterase auf genomischer Ebene (pde6b) ein 
viraler Sequenzabschnitt inseriert, der für den Ausfall des Proteins verantwortlich ist. Der 
retinale Phänotyp dieser Tiere ist gravierend. Bereits in der dritten postnatalen Lebenswoche 
degeneriert die komplette Struktur der Retina und im ERG (Elektroretinogramm) ist keine 
Antwort mehr zu detektieren (BOWES et al. 1993). Die Genotypisierung auf pde6brd1 wurde 
mit Hilfe eines Protokolls von GIMENEZ und MONTOLIU (2001) etabliert. Um diesen 
retinalen Phänotyp zu eliminieren, wurde die generierte Mauslinie auf den C57BL/6 Stamm-
hintergrund ausgekreuzt, welcher ein pde6b-Wildtypallel trägt. 
3.1.3 Trα-/- -Mausmutante  
3.1.3.1 Herkunft der Trα-/--Mausmutante 
Die Trα-/--Mausmutante stammt aus dem Labor von Janis Lem, Tufts-New England Medical 
Center, Boston, Maine, USA. Bei der Trα-knock-out-Mutation wurde in das Gen für die α-
Untereinheit des Stäbchen-Transducin (Gnat1) eine Neomycin-Kassette eingesetzt. Dies 
Insertion bewirkt einen vollständigen Verlust des Proteins und den Verlust der Stäbchen-
antwort im ERG (CALVERT et al. 2000). Die Mutation bedingt eine sehr milde Veränderung 
der Retinamorphologie. Die Benutzungsgenehmigung wurde im Mai 2005 vom New England 
Medical Center ausgestellt. 
3.1.3.2 Stammhintergrund der Trα-/--Mausmutante 
Die Tiere wurden im BALB/c- Hintergrund generiert (CALVERT et al. 2000).  
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3.1.4 cpfl1-Mausmodell (CXB-1/By-nm2709) 
3.1.4.1 Herkunft des cpfl1-Mausmodells 
Dieses natürlich auftretende Mausmodell wurde dem Molekulargenetischen Labor im Rah-
men einer Kooperation mit B. Chang, Jackson Labor, Bar Harbor, Maine, USA und J.R. 
Heckenlively, University of Michigan, Ann Arbor, Michigan, USA für weitere Untersu-
chungen und für die Rückzucht auf einen kongenen Inzuchtstamm mit dem Ausgangsstamm 
C57BL/6 bereitgestellt. cpfl1 stellt das Akronym für cone photoreceptor function loss 1 dar. 
Im Jackson Labor wird der Stamm unter der Bezeichnung CXB-1/By-nm2709 - wobei 
nm2709 für „new mutant number: 2709“ steht - und der Stocknummer JR 3678 geführt. Im 
Rahmen des Projektes wurden CXB-1/By-nm2709, C57BL/6 und BALB/cByJ vom Jackson 
Labor geliefert. Die Mutante wurde auf Grund ihrer fehlenden Zapfenantwort im ERG ent-
deckt (CHANG et al. 2002). Die Kollaborationsbescheinigung wurde im September 2003 
ausgestellt. 
3.1.4.2 Stammhintergrund des cpfl1-Mausmodells 
Stammhintergrund des cpfl1-Mausmodells (CXB-1/By-nm2709) ist der CXB-1BY-Stamm, 
mit der Jackson Labor Stocknummer 0351. Sie stellt eine „recombinant inbred„ Inzuchtlinie 
dar, die durch die Kreuzung von C57BL/6- und BALB/cByJ-Mäusen und Kreuzung der F1-
Tiere generiert wurde. Bei dem Parentalstamm BALB/cByJ fiel eine reduzierte Zapfen-
Photorezeptor-Antwort im ERG auf (persönliche Mitteilung: Bo, Chang, Tübingen, 2003). 
Jeder dieser Stämme wurde untersucht.  
 
Übersicht der in dieser Arbeit verwendeten Mauslinien 
Zum besseren Verständnis der vorgenommenen Kreuzungen wurde ein farbiges Kreuzungs-
schema entwickelt (Tab. 2). In grün unterlegt wurde die Zucht der homozygoten Tiere; in blau 
die homozygot-doppelmutanten Tiere; in gelb die heterozygoten Tiere. 
 
Tabelle 2 : Kreuzungsschema der gezüchteten Tiere. X kennzeichnet die entstandenen Kreuzungen. 
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AEG, Nürnberg, D Micromat, Mikrowelle 
  
AGFA, Köln, D Entwicklungsmaschine Curix 60 
  
Applied Biosystems, Foster City, USA GeneAmp PCR System 9600 
GeneAmp PCR System 9700 
 GeneAmp PCR System 2400 
 3100 Genetic Analyzer 
  
Bachofer, Reutlingen, D Speed Vac 
 Heizblock 
 UV-Transilluminator, 254 nm 
  
Biometra, Göttingen, D Absaugpumpe 
  
Biorad, Richmond, USA Agarose-Gelelektrophoresekammern 
 Mini-PROTEAN 3 System 
 Mini Trans-Blot Cell 
  
Consort, Turnhout, B Elektrophorese power supply E802 
  
Fröbel Labortechnik, Lindau, D Wipptisch “Rocky” 
  
GFL, Burgwedel, D Wasserbad-Schüttler, 1086 
  
Hellma, Müllheim, D Präzisions-Küvetten Suprasil® 
  
Hereaus, Osterode, D Biofuge Fresco 
 Biofuge 13 
 Biofuge 15 
 Megafuge 1.0 R 
  
Herolab, Wiesloch, D Geldokumentation mit Enhanced Analysis 
 System (E. A. S. Y Win32) 
  
Hund, Wetzlar, D Mikroskop Wilovert S 
  
IKAMAG, Conroe, USA Magnetrührer 
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Integra Biosience, Chur, CH 3F120-II GS (Sterilwerkbank) 
  
Janke und Kunkel, Staufen, D Temperierbad IKA® TS2 
 Ultra Turrax T25 
 IKA-Vibrax-VXR 
  
Leica, Bensheim, D Kryocut CM 3050S 
  
Liebisch, Glattburg, D Heizblock TR-L 288 
  
Mettler, Giessen, D Feinwaage PJ 400 
  
Millipore, Georgia, USA Milli-Q UF Plus (Reinstwasseranlage) 
  
Olympus, Hamburg, D Mikroskop AX 70 
  
Pharmacia Biotech, Cambridge, GB Photometer Ultrospec 2000 
  
Renner GmbH, Dannstadt, D Netzgerät 
  
Scotsman, Mailand, I Eismaschine 
  
Sigma, Osterode, D 4K10 Zentrifuge 
  
UVP, San Gabriel, USA UV- Transilluminator, 302 nm 
  
Ventana, Medical Systems, Illkirch, F Ventana Benchmark 
  
Windaus, Clausthal-Zellerfeld, D Binokular 
3.2.2 Chemikalien, Reagenzien und Verbrauchsmaterial 
3.2.2.1 Chemikalien 
Aug. Hedinger, Stuttgart, D Wasserstoffperoxid-Lösung 30% 
  




 Protein Assay, Farbstoffkonzentrat 
  




 1, 4-Dithiothreit 
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Calbiochem, San Diego, USA Protease Inhibitor Cocktail Set III 
  
Difco, Detroit, USA Bacto-Agar 
 Tryptone 
  
FMC Bioproducts, Rockland, USA NuSieve GTG Agarose 
 Seakem GTG Agarose 
  
Fluka Chemika, Fluka Chemie AG, Borsäure 
Buchs, CH Imidazol 
 DMSO 
 Ponceau S 
 2-Mercaptoethanol 








Gibco BRL Life Technology Inc.,  Agarose Electrophoresis Grade, Ultra Pure 
Gaithersburg, USA Fötales Kälberserum 
 Glycerol 
 D-PBS, 500ml 
  
ICN Biomedical Inc., Aurora, USA Harnstoff 
  
Invitrogen, Karlsruhe, D CO2– independent medium (Serum free medium 
(Neurobasal Medium [NBA])) 
  




 Hydrogenchlorid 32% 
 Isopropanol 



















Perkin Elmer Applied Biosystems, Dextranblau 
Foster City, USA  
  
Riedel-de Haen, Hannover, D Diethylether 
  
Serva Feinbiochemica  
GmbH & Co KG, Heidelberg, D 






Sigma-Aldrich Vertriebs GmbH, 
Deisenhofen, D  
Azur II 
DEPC 









Thermo Shandon, Pittsburgh, USA Hämalaun – Gill 3 
  











Amersham, Braunschweig, D α-32P-dATP (3,000Ci/mmol) 
 α-32P-dCTP (3,000Ci/mmol) 
3.2.2.3 Enzyme 
Invitrogen, Karlsruhe, D T4-DNA-Ligase 
  
MBI Fermentas, Vilnius, LT Hind III, XhoI 
  
New England Biolabs, Beverly, USA BstF5I, EcoRI, NcoI 
  
Sigma-Aldrich Vertriebs GmbH, DNase I (DN-25) 
Deisenhofen, D Papain; P-3125 
  
ATG Biosynthetics GmbH, 
Merzhaausen, D 
Taq FirePol 9000U Polymerase 
3.2.2.4 Antibiotika 
Roth&Co, Karlsruhe, D Ampicillin 
3.2.2.5 Längenstandards (Marker) 
Eigenherstellung von K. Köppen KEB-Längenstandard (pcDNA 3.1zeo/Taq I) 
  
MBI Fermentas, Vilnius, LT 1 kb-Leiter 
 Page Ruler™ Prestained Protein Ladder SM0671 
 Page Ruler™ Protein Ladder SM0661 
  
New England Biolabs, Beverly, USA 100 bp-Leiter  
λ Hind III 
3.2.2.6 Plasmide und Vektoren 
Invitrogen, Karlsruhe, D Plasmid pCR2.1 
3.2.2.7 Reagenzienkits und Verbrauchsmaterial 
Amersham Biosciences, Freiburg, D Hybond-N Nylonmembran 
ECL-Western Blotting Detektions Reagenz 
Röntgenfilme 
  
BD, Drogheda, IRL Sterile Kanülen, LOT 030914 
  
Biorad Laboratories, Richmond, 
USA 
Pure Nitrocellulose Membran (0,45 µm) 




Concert Rapid Gel Extraction System Gibco BRL, Eggstein, D 
Concert Rapid PCR Purification System 
 Concert Rapid Plasmid Miniprep System 
  
GE Healthcare, Freiburg, D ExoSAP-IT 
Invitrogen, Karlsruhe, D TA Cloning Kit 
 SuperSkript Kit 
  
Langenbrinck, Teningen, D SuperFrost® Plus Objektträger 
  
Leica, Nussloch, D Einbettmedium, Tissue Tek 
  
Menzel, Braunschweig, D Deckgläser 
  
New England Biolabs, Beverly , USA NEBlot Kit 
  
Qiagen GmbH, Hilden, D DNeasy Tissue Kit 
 RNeasy Mini Kit 
  
Pharmacia, Piscata, USA NICK Colums 
  
Perkin Elmer Applied Biosystems, ABI PRISM BigDye Terminator Cycle 
Foster City, USA Sequencing Ready Reaction Kit 
  
Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, D 
Expand Long Template PCR-System 
  
Sarstedt, Nürnberg, D Einmal-Küvetten 
  
Whatman, Madison, GB 3MM Papier 
3.2.2.8 Oligonukleotide 
Primer und Oligonukleotide wurden bei Eurogentec, Köln, D und Sigma-Aldrich, Haverhill, 
UK synthetisiert. Für die Arbeitslösung mit einer Konzentration von 10 pmol/µl wurden sie in 
¼ TE gelöst, bzw. verdünnt. 
3.2.2.8.1 Primer  für  Cone-GFP Mausmutante 
cDNA-spezifische Primer für RT-PCR der FACS getrennten Zellpopulationen: 
Primer Lage Primersequenz (5’ > 3’) 
Ops1-mwF  TGT CAT TGA AGG CTA CAT TGT CTC A 
Ops1-mwR  TGG GCA GTA GCA AAG CAT GCA 
Ops2-swF  TAC TCC CAG TTG CTG AGG ACT CT 
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Ops2-swR  TTC TGT TTT CTG AGA GCC AGA CA 
RhoF  TCG AGC AGC CGC AGT GAC TAC CTG 
RhoR  AGC ACA GGC AAC GCC ATG ATC CA 
cdslc24a1F Exon 6 AGG GAG ATC AGG AGG ACG AT 
cdslc24a1R Exon 7 CAG CAT TGG CTT CTG TTT CA 
cdslc24a3F Exon 6 AAA GGG TGA TGT GGG AGT TG 
cdslc24a3R Exon 7 ATG AGT GCG ACC ACA GAC AG 
cdslc24a3F Exon 11 ATG GCC AGT CGC ATG TTA AT 
cdslc24a3R Exon 12 TAG GGG CCT TCA TCA TCA TC 
cdslc24a4F Exon 2 GCC ACA AAA CAG CTT CTG CT 
cdslc24a4R Exon 11 GGT TTT GCC ATA GGG AGG TT 
Genotypisierung von GFP (Jellyfish Green Fluorescence Protein): 
Primer Primersequenz (5’ > 3’) 
mGFP-F CGC ACC ATC TTC TTC AAG GAC GAC 
mGFP-R AAC TCC AGC AGG ACC ATG TGA TCG 
3.2.2.8.2 Slc24a2-Gen (NCKX2-Austauscher) 
cDNA-spezifische Primer: 
Primer Lage Primersequenz (5’ > 3’) 
cdslc1F 5´UTR CCG CTG CTC AGT GTC CTC 
cdslc1R Exon 2 CTG GCT TCT CCT CTG TTG CT 
cdslc2F Exon 2 AAT TCG AGT CAT TGG CCT TG 
cdslc2R Exon 2 CCA CCA GGT CAG GTT TAG GA 
cdslc3F Exon 2 TGG CAT GTG TGC TCT GTT TT 
cdslc3R Exon 4 TGG GTC AAG GGT GTG TAT CA 
cdslc4F Exon 4 CCT CCC TCC ACA ACA GTC TC 
cdslc4R Exon 7 TGG GAG AGG TTT CCA TTC TG 
cdslc5F Exon 7 AAC CCG TCC ACA ATG GAA A 
cdslc5R Exon 10 GGC CAC TAT GAC ACT GGT GA 
cdslc6F Exon 10 GTC TGA CCA TCT TGG CTG CT 
cdslc6R Exon 11 GAC CAC CAG GAA CAC GAA GT 
cdslc7F Exon 11A CCT GGC TCC TCT ACA CCA TC 
cdslc7R Exon 11A ATG AAC GTA CCT CCG ACC AG 
cdslc8F Exon 11B CCG TGT AAG AGG CAA AGA GG 
cdslc8R Exon 11B GGA GGA GCC AGG TGA TTC TT 
cdslc9F Exon 11C GGA GCC CCA GTT AGA ACC TC 
cdslc9R Exon 11C GAT GGG AGG CAG GAT ACA GA 
Slc24a2_ak2F Exon 2 AAG GAT CCT TCC TGG ATA ACG TTA TC 
Slc24a2_ak1R Exon 7 AAG GAT CCA AGT TCA ACG TCC AAG TAG 




genomische Primer:  
Primer Lage Primersequenz (5’ > 3’) 
Slc24a2Ex10F Intron 9 GCT TCC ATT ACG CTG TGT GA 
Slc24a2Ex10R Intron 10 TTT TGC CGG TCA TAA AAA GC 
Genotypisierung von Slc24a2: 
Primer Primersequenz (5’ > 3’) 
mSlc24a21F  GTC TGA CCA TCT TGG CTG CT 
mSlc24a21R; mismatch AGT GAT GTC AAA GAT GGT GCA TC 
3.2.2.8.3 Pde6b-Gen (Stäbchen β-Untereinheit der PDE) 
Genotypisierung von Pde6brd1: 
Primer Lage Primersequenz (5’ > 3’) 
mSlc24a2rd3f Intron 1  TGA CAA TTA CTC CTT TTC CCT CAG TCT G
mSlc24a2rd4r virales Insert  GTA AAC AGC AAG AGG CTT TAT TGG GAA C
mSlc24a2rd6r Exon 1 TAC CCA CCC TTC CTA ATT TTT CTC ACG C
3.2.2.8.4 Gnat1-Gen (Stäbchen α-Transducin) 
Genotypisierung von Gnat1 (Trα-knock-out-Maus) 
Primer Primersequenz (5’ > 3’) 
Tra1 GGG AAC TTC CTG ACT AGG GGA GG 
Tra2 GCG GAG TCA TTG AGC TGG TAT 
Tra3 TAT CCA CCA GGA CGG GTA TTC 
mfrp-f ACA TCC CTC CCC AGG ACT AC 
mfrp-r AGG GCT TGA ATC TTG AGC TG 
pde65-f GAA TTG AAC ACC CTG CTG GT 
pde65-r AGT CCA TGG AAG GTC ACA GG 
3.2.2.8.5 Pde6c-Gen (Zapfen α’-Untereinheit der PDE) 
cDNA-spezifische Primer: 
Primer Lage Primersequenz (5’ > 3’) 
cd1-Pde6cF Exon 2 GAG GTC CTT GCT GTG GTC A 
cd1-Pde6cR Exon 9 TCA TCA AAG GGT TTC CCA T 
cd2-Pde6cF Exon 4 TGA GCG ACA GTT TCA CAA G 
cd2-Pde6cR Exon 9 ATG ACC CAG CCA GTC TCA T 
cd3-Pde6cF Exon 1 TGC AGT GTA TGC AGG ACG A 
cd3-Pde6cR Exon 3 CCT TAG TGC GAC AGC AAC AA 
cd4-Pde6cF 5´UTR TGA GAA ACC CTC CAC TCT GG 
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cd4-Pde6cR Exon 1 AGA AGT TGA GCG AGC CTC TG 
cd5-Pde6cF Exon 9 TTT TAC AAC CGG AAG GAT GG 
cd5-Pde6cR Exon 13 TGA CAG GAC GGT ACC CTT TC 
cd6-Pde6cF Exon 13 GAA AGG GTA CCG TCC TGT CA 
cd6-Pde6cR Exon 17 CAT CTG CTC GCA GGT ATC AA 
cd7-Pde6cF Exon 16 ATC CAT TTG TTC GAG GTT GC 
cd7-Pde6cR Exon 21 TGG GTG TGA TCT CTC CAT GA 
cd8-Pde6cF Exon 20 ACT CCC GAA ACT TCA AGT GG 
cd8-Pde6cR 3´UTR TGG GTA GTC ACA TGG CAG AA 
NMD-F Exon 3 TTG TTG CTG TCG CAC TAA GG 
NMD-R Exon 10 TCT GCT TTC CAG CTT GTT CA 
genomische Primer: 
Primer Lage Primersequenz (5’ > 3’) 
mPDE1F Intron 4 TGT CTC TCC TCT GGG CAC T 
mPDE1R Intron 4 GTG GAG GTC TCT GCT TCC T 
mPDE2F Intron 4 CTC CAG AGC GCT AGG ATT G 
mPDE2R Intron 4 GGC ATT GCT TCC CTT TGT A 
mPDE3F Intron 4 AGG GGT ATC TGT TGC ACA A 
mPDE3R Intron 4 AAC AAC CAG GCC ATG TCT T 
mPDE3FF Intron 4 CGA GCC TAT GAG AAA GAG AA 
mPDE3RR Intron 4 GGT AAG AAG GCA CAG AGT CA 
mPDE4F Intron 4 GCA GCC ATT GGA ACT TTC T 
mPDE4R Intron 4 TTG GAT GGG AGT GGA AAG A 
cpfl1_A 116bp Intron CAC AGA CTC ATG CTT G 
cpfl1_B 116bp Intron ATG GAA CCC TTG AAA CTG G 
pde-mutEx7F Intron 6 GGG ACT TTG TAC CCG ATC AC 
pde-mutEx7R Intron 7 GCC AAG AAA GTG ACC ATC TAC C 
Genotypisierung von Pde6c- mittels Mikrosatelliten-Marker: 
Primer Primer-Name Primersequenz (5’ > 3’) 
Forward D19Mit19F CCT GTG TCC ATA CAG GCT CA 
Reverse D19Mit19R ACC ATA TCA GGA AGC ACC ATG 
Forward D19Mit65F ATG TGA AAG TGT TGC CTA GTG C 
Reverse D19Mit65R TCA CTT TCC TCT CTC CTT CCC 
Genotypisierung von Pde6c- mittels RFLP: 
Primer Primer-Name Primersequenz (5’ > 3’) 
Forward mPde6cEx7F GGG ACT TTG TAC CCG ATC AC 
Reverse mPde6cEx7R GCC AAG AAA GTG ACC ATC TAC C 
 






Name Primersequenz (5’ > 3’) 
M13 reverse GGA AAC AGC TAT GAC CAT G 
M13 forward GTA AAA CGA CGG CCA GTG 
 
3.2.3 Bakterienstämme 
Invitrogen, Karlsruhe, D  E.coli DH5αTM, Library efficiency, 
F- φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 recA1 
endA1 hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 
gyrA96 relA1 λ-  
 Echerichia coli: INVaF´ 
F´ endA1 recA1 hsdR17 (rk- mk+) supE44 thi-1 
gyrA96 relA1 Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) 
U169 
3.2.4 Puffer und Lösungen 
3.2.4.1 Bakterien-Medien 
LB-Flüssigmedium 4% (w/v) Bacto-Tryptone 
 0,5% (w/v) Hefeextrakt 
 0,17 M NaCl 
  
LB-Agar 1,5% (w/v) Agar ad LB-Medium 
3.2.4.2 DNA- Puffer 
1 x TE-Puffer 10 mM Tris-HCL pH 7,5 
 1 mM EDTA 
3.2.4.3 Ladepuffer 
10x Ladepuffer für Agarosegele 20%  Ficoll 400 
 100 mM EDTA pH 8,0 
 0,2% Bromphenolblau 
 0,2% Xylene Cyanol 
  
5x Protein-Probenpuffer 313,7 mM Tris-HCl pH 6,8 
 50 % Glycerin 
 0,05 % Bromphenolblau 
 2 % SDS 
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 10% Mercaptoethanol 
3.2.4.4 PCR-Lösungen 
dNTP-Lösung 5 mM dATP 
 5 mM dCTP 
 5 mM dGTP 
 5 mM dTTP 
 5 mM Tris pH 7,0 
  
10 x Ampli I-Puffer  100 mM Tris pH 8,3 
 500 mM KCl 
 15 mM MgCl2 
 0,01% (w/v) Gelatine 
  
10 x Ampli II-Puffer 100 mM Tris pH 8,6 
 500 mM KCl 
 15 mM MgCl2 
 0,01% (w/v) Gelatine 
  
WOM I-Puffer 100 mM Tris pH 8,3 
 500 mM KCl 
  
WOM II-Puffer 100mM Tris pH 8,6 
 500 mM KCl 
 
BOM 1-27-Puffer-Reihe  
100 mM Tris 250 mM KCl 500 mM KCl 750 mM KCl MgCl2 
pH 8,3 BOM 1 BOM 10 BOM 19 10 mM 
pH 8,3 BOM 2 BOM 11 BOM 20 20 mM 
pH 8,3 BOM 3 BOM 12 BOM 21 30 mM 
pH 8,6 BOM 4 BOM 13 BOM 22 10 mM 
pH 8,6 BOM 5 BOM 14 BOM 23 20 mM 
pH 8,6 BOM 6 BOM 15 BOM 24 30 mM 
pH 8,9 BOM 7 BOM 16 BOM 25 10 mM 
pH 8,9 BOM 8 BOM 17 BOM 26 20 mM 
pH 8,9 BOM 9 BOM 18 BOM 27 30 mM 
3.2.4.5 Elektrophorese-Puffer 
50 x TAE-Puffer 242 g Tris-Base 
 57,1 ml Eisessig 
 200 ml 0,25 M EDTA pH 8,0 
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 ad 1000 ml H2Odd 
  
10 x TBE-Puffer 0,9 M Tris-Base 
 0,88 M Borsäure 
 2 mM EDTA pH 8, 0 
  
SDS-PAGE-Laufpuffer 25 mM Tris/HCl pH 8, 3 
 190 mM Glycin 
 0, 1% SDS 
3.2.4.6 Puffer für die Proteinisolation 
H-Medium 10 mM Tris/HCl pH 7,5 
 200 mM Mannitol 
 50 mM Sucrose 
 2 mM EDTA 
 1 mM DTT 
 1% Proteinase – Inhibitor Cocktail 
  
1 M HEPES 0,2383g HEPES in MilliQ-H2O 
  
Lyse-Puffer 10 mM HEPES 
 1 mM EDTA 
 1 mM DTT 




Membran-Puffer Lyse-Puffer  
 1% Proteinase-Inhibitor-Cocktail 
  
Sucrose-Lösung  0,32 M Sucrose, pH 7,4 
48% Sucrose-Lösung  
34% Sucrose-Lösung  
28,5% Sucrose-Lösung  
10% Sucrose-Lösung  
Tris-Puffer 5 mM Tris, pH 8,0 
3.2.4.7 Lösungen für Gewebepräparationen 
0,2 M PB 28,48g Na2HPO4 x 2 H2O 
 5,52g NaH2PO4 x H2O 
 Ad 1000 ml destilliertes Wasser, pH 7,4 
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Homogenatpuffer 0,05 M Na2HPO4 pH 7,4 
 136,8 mM NaCl 
 100 µM PMSF 
 10% Proteinase-Inhibitor-Cocktail 
  
PBS 0,05 M Na2HPO4 pH 7,4 
 136,8 mM NaCl 
  
Fixierungslösung 4% Paraformaldehyd 
 0,1 M PB pH 7,4 
3.2.4.8 Lösungen für Polyacrylamidgele 
Trenngel 10% Acrylamid/Bisacrylamid 
 375 mM  Tris/HCl pH 8,7 
 0, 05% Ammoniumpersulfat 
 0, 1%SDS 
 20 mM TEMED 
  
Sammelgel 5% Acrylamid/Bisacrylamid 
 125 mM Tris/HCl pH 6,8 
 0, 05%Ammoniumpersulfat 
 0, 1% SDS 
 20 mM TEMED 
3.2.4.9 Western-Blot-Lösungen 
Transferpuffer 25 mM Tris/HCl 
 192 mM Glycin 
 0,1% SDS 
 20 % Methanol 
  
Ponceau-S-Lösung 0,2% Ponceau S 
 0,3% Trichloressigsäure 
  
TBST 10 mM Tris/HCl pH 8 
 150 mM NaCl 
 0,05% Tween 20 
  
Blockierungslösung 10% Rotiblock in TBS 
  
Erst-und Zweitantikörperlösung 1% Rotiblock in TBS 
  
Tiere, Material und Methoden 
30 
 
10 x TBS 250 mM Tris/HCl pH 7,5 
 2 M NaCl 
3.2.4.10 Lösungen für den Gewebeverdau der Retina 
PBS 0,05 M Na2HPO4 pH 7,4 
 136,8 mM NaCl 
  
Papain-Puffer (pH 6,2) 0,5 mM EDTA 
 2,5 mM L-Cystein 
 10 mM HEPES 
 in PBS 
 pH-Wert 6,2  
  
Stopp-Lösung 2% FCS in Serum free medium (Neurobasal 
Medium [NBA]) 
 20 mg/ml DNase I  
3.2.4.11 Lösungen für die Histologie und Immunhistologie 
Blockierungslösung 0,1% BSA in TBS 
 Fötales Kälberserum 1:10 
 0,1 % Triton X 100 
Richardson-Lösung Lösung A (Mellory-Lösung) 
1% Perjodsäure 
 1% Azur II 
 Lösung B 
58 mM Methylenblau 
 200 mM Na-Tetraborat 
 Lösung A und Lösung B 1:1 mischen 
3.2.4.12 Lösungen für die Southern Blot Analyse 
Depurinierungslösung 0,25M HCl 
  
Denaturierungslösung 0,5 NaOH 
 1,5M NaCl 
  
Neutralisierungslösung 1,5M NaCl 
 0,5M Tris-HCl pH7,4 
  
20x SSC 3M NaCl 
 0,3M Natriumcitrat 
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Waschlösung I 2x SSC 
 0,15% SDS 
  
Waschlösung II 0,1x SSC 
 0,15% SDS 
3.2.5 Antikörper 
3.2.5.1 Erstantikörper 
Hersteller: Protein: Antikörpersequenz: Spendertier:
Alpha Diagnostics, San 
Antonio, TX, USA 
Nckx2 Sequenz nicht bekannt Kaninchen 








Pde6c 1 Peptid-Antikörper: Mus musculus  
Aminosäuresequenz 20-34: 
AKEYFDKKLRVEALG  





GmbH, Deishofen, D 
Nckx2 Rattus norwegicus- Aminosäure 
90-102: DLNDKIRDYTPQP  
Kaninchen 
Prof. Dr. Lytton 
(University of Calgary, 
CDN)  
Nckx2 F-Antikörper gegen NCKX2 
Sequenz nicht bekannt 
Kaninchen 
3.2.5.2 Zweitantikörper 
Amersham Biosciences, Freiburg, D Donkey Anti-Rabbit IgG (Whole Ab), HRP-
linked  
  
Invitrogen, Karlsruhe, D Alexa Fluor 488 Anti-rabbit IgG (H+L) 
 




3.3.1 Untersuchungen von Geweben 
3.3.1.1 Präparation von Mäuseaugen 
3.3.1.1.1 Präparation des hinteren Augenbechers (eye cup) 
Die Versuchstiere wurden mit einer Überdosis CO2 getötet. Danach wurde der Gesichts-
schädel der Maus mittels 70% Ethanol (EtOH) für 2-5 min desinfiziert. Um das Auge ohne 
Zug am Sehnerv aus der Orbita zu präparieren, wurden alle Weichteilstrukturen zunächst 
sorgfältig durchtrennt und erst danach der Bulbus entnommen. Die so entnommenen Augen 
wurden in eine Petrischale mit 0,1 M PB verbracht und dort gereinigt (evtl. vorhandene Haare 
oder Blut wurden entfernt). Unter dem Präparationsmikroskop (Hund, Wetzlar) wurde 
zunächst in der Pars plana mit einer sterilen Kanüle eingestochen, um daraufhin mit einer 
Präparierschere parallel zur Ora serrata das Auge halbkugelförmig zu teilen. Der vordere 
Anteil mit Cornea, Iris sowie Anteilen der Sklera wurde abgetrennt. Linse und Glaskörper 
wurden, falls nicht schon im Gewebeverbund mit heraus gelöst, ebenfalls entfernt. 
Der Augenbecher (eye cup) besteht aus Sklera, Chorioidea, retinalem Pigmentepithel (RPE) 
und der Retina. Der Augenbecher (eye cup) wurde sofort nach der Entnahme für 30 Minuten 
(min) bei 4°C in 4% PFA/PBS fixiert und danach drei mal 10 min in PBS gewaschen. Zur 
Kryoprotektion wurden die fixierten Augenabschnitte über Nacht bei 4°C in 30% Sucrose 
inkubiert.  
3.3.1.1.2 Präparation eines whole mount Präparates 
Die Versuchstiere wurden mit einer Überdosis CO2 getötet. Mit der Verwendung einer er-
hitzten Kanüle konnten mittels unterschiedlich langen Streifen auf der Cornea, sowohl der 
dorsale Pol (12 Uhr), als auch der nasale Pol, gekennzeichnet werden. Das Auge wurde auch 
hier ohne Zug am Sehnerv aus der Orbita präpariert. Die Augen wurden einzeln in Pet-
rischalen überführt, um Verwechslungen vorzubeugen. Die nachfolgende Präparation fand in 
einer Lösung statt, die zu 2/3 aus 0,1 M PB und zu 1/3 aus 4% PFA bestand. Zur Präparation 
wurde zunächst an der Ora serrata vorsichtig vom nasalen Pol aus eingeschnitten, um die 
später entstehende Kleeblatt-Form vorzubereiten (Abb. 9A). Nun folgte das Umschneiden 
entlang der Ora serrata mit einer Präparierschere, um das Auge halbkugelförmig zu teilen. 
Abschließend wurde in allen vier Quadranten eingeschnitten, die Retina aus dem eye cup 
entnommen und mit der Neuroretina nach oben plan auf einen Objektträger gelegt. Das 
Präparat wurde mittels Moviol und einem Deckgläschen (Menzel, Braunschweig) eingede-
ckelt. Bei der Beschriftung des Objektträgers wurde die Orientierung des whole mounts 
mittels Zeichnung (Abb. 9B) klar festgelegt. 




Abb. 9 : Schematische Darstellung (A) der präparierten Retina mit Kleeblattstruktur und (B) 
die Lagebezeichnung der Retina im whole mount. 
3.3.1.1.3 Präparation einer Mäuseretina 
Die Versuchstiere wurden mit einer Überdosis CO2 getötet. Um den Bulbus der Maus aus der 
Orbita entfernen zu können, wurde das obere und untere Augenlied gespreizt. Der Augapfel 
trat hervor und konnte mit Hilfe einer Pinzette zuerst umfasst und herausgezogen, 
nachfolgend gereinigt und wie unter 3.3.1.1.1 das eye cup präpariert werden. Die Retina 
wurde aus dem vorliegenden eye cup isoliert, indem eine Pinzette vorsichtig zwischen Neu-
roretina und retinalem Pigmentepithel (RPE) eingebracht wurde. Dies erfolgte entlang der 
gesamten Schnittlänge. Nachdem der Rand vollständig abgetrennt worden war, konnte mit der 
geschlossenen Pinzette tiefer bis zum Sehnerv vorgedrungen und die Retina unter leichtem 
Zug vom Sehnerv getrennt werden. Die Retina wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt 
und zur weiteren Verarbeitung auf Eis gehalten. 
3.3.1.2 Verdau von Mäuseretinae 
Der Retinaverdau diente der Vereinzelung der retinalen Zellen. Zur Aktivierung der Protease 
wurde anfangs 1 ml Papain-Puffer mit 60 μl Papain (~ 40 U) versetzt, 30 min bei 37 °C 
geschüttelt (300 rpm). Die Präparation der Mäuseretinae wurde wie bereits beschrieben 
(3.3.1.1.3) durchgeführt. Die Retinae wurden je nach gewünschter Anzahl in einem 1,5 ml 
Reaktionsgefäß auf Eis gesammelt. Maximal wurden 2 Retinae pro ml aktivierter Papain-
Lösung weiterverarbeitet. Es folgte eine maximal 8 min dauernde Inkubationsphase bei RT. 
Zum Beenden des Verdaus wurde 1 ml Stop-Lösung dazugegeben. Um die aus eventuell 
aufgebrochenen Zellen freigesetzte DNA zu entfernen, wurde nach weiteren 5 min 20 µl 
DNase I (1mg/ml in PBS) hinzugefügt. Der Verdau retinalen Zellen diente zur Vorbereitung 
der Zell-Sortierung über einen FACS. 
3.3.1.3 Histologie 
3.3.1.3.1 Herstellung von Kryoschnitten 
Zur Herstellung von Kryoschnitten für die histologischen Untersuchungen wurden die in 4% 
PFA fixierten und über Nacht in Sucrose gelagerten Gewebeproben verwendet (3.3.1.1.1). 
Aluminium Förmchen (ca. 1x1x1 cm groß, und nach oben offen) wurden zu 2/3 mit flüssigen 
Tissue Tek (Leica, Nussloch) gefüllt und unter starker Kälte aufgefroren. War die Hälfte des 
Tissue Teks fest geworden, wurde das eye cup mit dem Sehnerv nach unten in dem 
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Aluminium-Förmchen platziert. Das Förmchen wurde gänzlich mit Tissue Tek aufgefüllt und 
zum vollständigen Durchfrieren in den -80°C Gefrierschrank verbracht. Die entstandenen 
Blöcke wurden vertikal mit einem Cryocut (Cryocut 1800) in 10µm-dicke Schnitte ge-
schnitten. Die Schnitte wurden auf Objektträger aufgezogen (Langenbrinck, Teningen, 
SuperFrost® Plus Objektträger). Anschließend wurden die Objektträger für 3 h bei 60°C 
getrocknet und bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert. 
3.3.1.3.2 Übersichtsfärbungen von Gewebeschnitten 
3.3.1.3.2.1 H.E.-Färbung 
Mit Hilfe der H.E. (Hämalaun nach Mayer/Eosin)-Färbung werden Cytoplasma und Kerne 
mit unterschiedlichen Farbstoffen gefärbt, was einen Überblick über die Struktur des 
Gewebes ermöglicht; die Kerne erscheinen dabei blau, das Cytoplama rot. Die Objektträger 
wurden zunächst dreimal 5 min mit TBS gewaschen und anschließend für 10 sec in die 
Hämalaun-Lösung getaucht. Der Farbstoffüberschuss wurde anschließend durch 5 min 
Waschen mit Leitungswasser entfernt. Für die Differenzierung wurden die Objektträger für 1-
2 min in 0,25% HCl / 70% EtOH inkubiert und erneut kurz mit Leitungswasser abgespült. Für 
die Kernfärbung wurden die Schnitte für 5 min in Eosin-Lösung inkubiert und anschließend 
kurz mit Leitungswasser abgespült. Zum Schluss wurden die gefärbten Schnitte mit Kaisers 
Glyceringelatine (MERCK, Darmstadt) eingedeckelt und bis zur Analyse bei RT aufbewahrt. 
3.3.1.3.2.2 Richardson-Färbung 
Eine weitere Methode zur Generierung von Übersichtspräpataten für Gewebe ist die Färbung 
nach Richardson (RICHARDSON et al. 1960). Dazu wurde auf die mit TBS gewaschenen 
Objektträger jeweils ein Tropfen Richardson-Reagenz (Methylenblau /Azur II) aufgetragen 
und nach ca. 30 sec mit ddH2O abgewaschen. Die so gefärbten Schnitte wurden anschließend 
in Kaisers Glyceringelatine (MERCK, Darmstadt) eingedeckelt und bis zur Analyse bei RT 
aufbewahrt. 
3.3.1.3.3 Immunhistochemie an Kryoschnitten mittels Fluoreszenz 
Für die Immunfluoreszenz wurden die Objektträger dreimal mit TBS gewaschen und an-
schließend 30 min mit Blockierungslösung inkubiert, um unspezifische Markierungen zu 
unterdrücken. Die jeweiligen Erst-Antikörper wurden in Blockierungslösung verdünnt (1:500-
1:2000), auf die Schnitte gegeben und ca. 15 h bei 4°C (über Nacht) inkubiert. Am nächsten 
Tag wurde die Erst-Antikörper-Lösung entfernt, die Schnitte mit TBS gewaschen und 
anschließend mit Sekundärantikörper, z.B. Alexa 488 gekoppeltem Anti-rabbit-IgG (1:1000 
in TBS) inkubiert. Nach einer Inkubationzeit von 1 h bei RT im Dunkeln wurde der 
Sekundärantikörper entfernt, die Schnitte nochmals mit TBS gewaschen und daraufhin in 
Mowiol eingedeckelt. Analysiert und ausgewertet wurden die Färbungen mit Hilfe eines 
Fluoreszenzmikroskops (AX 70, Olympus, Hamburg). 
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3.3.2 Untersuchungen von Nukleinsäuren 
3.3.2.1 Isolation von DNA 
3.3.2.1.1 Rekombinante DNA aus Bakterien 
3.3.2.1.1.1 Miniprep (Plasmid-DNA-Isolation im kleinen Maßstab) 
Für die DNA-Isolierung wurde das Concert Rapid Plasmid Purification Kit (Gibco BRL, 
Eggstein) entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. Dieses Protokoll ist für die 
Präparation von bis zu 30 µg Plasmid-DNA geeignet. Vor der Plasmid-Isolation wurden aus 
der gewonnenen Bakteriensuspension 750 µl entnommen, mit 750 µl 50% Glycerol gemischt 
und als backup zur dauerhaften Lagerung bei –80°C eingefroren. Zur Reinheitsbestimmung 
und Mengenabschätzung/-bestimmung wurden 1,5 µl der isolierten Plasmid-DNA auf einem 
Agarosegel aufgetrennt oder photometrisch vermessen. 
3.3.2.1.2 Isolation genomischer DNA aus Mäuseleber 
Den mit einer Überdosis CO2 getöteten Versuchstieren wurde die Leber entnommen, diese in 
flüssigem Stickstoff gefroren und mit einem Pistill zu Pulver zermahlen. Das Gewebe wurde 
in Lysepuffer aufgenommen, mit Proteinase-K-Lösung und RNaseA versetzt und im Was-
serbad über Nacht bei 45°C inkubiert. Die Extraktion der Nukleinsäuren erfolgte mit 
Phenol/Chloroform. Durch die Zugabe von 1/10 Vol. NaAc und nachfolgend 0,1 Vol. 
Isopropanol fiel die DNA aus und konnte durch Zentrifugation pelletiert werden. Die Zugabe 
von EtOH mit nachfolgender Zentrifugation diente dem Waschen des DNA-Pellets. Das 
getrocknete DNA-Pellet wurde über Nacht in TE-Puffer gelöst. Die Quantifizierung der 
gewonnenen DNA fand mittels photometrischer Konzentrationsbestimmung statt. 
3.3.2.1.3 Isolation genomischer DNA aus Ohrstanzen 
Beim Absetzen der mindestens 21 Tage alten Mäuse vom Muttertier wurden die Tiere mit 
fortlaufenden Ohrnummern markiert. Das Markieren fand anhand eines Ohrstanzen-Schemas 
statt (Abb. 10). Bei dieser Art von Markierung wurden jedem Tier Gewebestücke im 
Durchmesser von je ca. 2 mm aus dem Ohr entfernt. Anhand dieser Gewebeprobe konnte 
genomische DNA gewonnen werden. Die Isolation erfolgte mit dem DNeasy-Tisssue Kit 
(Qiagen GmbH, Hilden). Das Kit wurde entsprechend der Angabe des Herstellers eingesetzt. 
 
Abb. 10 : Ohrstanzen-Schema zur Markierung der abgesetzten Mäuse 
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3.3.2.2 Isolation von RNA 
3.3.2.2.1 RNA aus Gesamt-Auge mittels Trizol-Fällung 
Aus den entnommenen Augen wurde durch Extraktion mit Trizol-Reagenz (Gibco BRL, 
Eggenstein), einer monophasischen Lösung aus saurem Phenol und Guanidinisothiocyanat, 
Gesamt-RNA isoliert. Dazu wurde das Auge mit 1 ml Trizol-Reagenz versetzt, in einem 
Glashomogenisator homogenisiert und für 10 min bei RT inkubiert. Nach Zufügen von 300 µl 
Chloroform wurde das Gemisch für 15 sec geschüttelt und nochmals für 2 min bei RT 
inkubiert. Anschließend erfolgte ein Zentrifugationsschritt (12000 x g, 15 min, 4°C), wodurch 
eine Trennung der wässrigen Phase mit der gelösten RNA von der organischen Phase erreicht 
wurde. Durch den sauren pH-Wert wird die Konformation der DNA so verändert, dass sie in 
der organischen Phase verbleibt. Die wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt. Das Ausfällen der RNA erfolgte durch Zugabe von 700 µl Isopropanol. Der Ansatz 
wurde gemischt, 10 min bei RT inkubiert und die RNA durch Zentrifugation (12000 x g, 10 
min, 4°C) pelletiert. Zur Entfernung restlicher Guanidinreste wurde die pelletierte RNA mit 
80%igem ETOH gewaschen und der Ansatz erneut zentrifugiert (7500 x g, 5 min, 4°C). Der 
Überstand wurde verworfen und das RNA-Pellet getrocknet. Abschließend wurde die RNA in 
50 µl DEPC-behandeltem Wasser gelöst. Zur Lagerung wurde die RNA mit 5 µl 
Natriumacetat pH 5,5 und 150 µl ETOH versetzt und bei –80°C gelagert.  
3.3.2.2.2 RNA aus Retina mittels „RNeasy MiniKit“  
Die entnommenen Retinae (von 2 adulten Mäusen) wurden auf Eis in einem 1,5 ml Reakti-
onsgefäß gesammelt. Mit flüssigem Stickstoff eingefroren und auf Eis wieder aufgetaut 
(freeze-thaw-cycle) um die Zellenmembranen aufzubrechen. Diese Behandlung wurde zwei-
mal wiederholt. Die weitere Isolierung erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, 
Hilden) nach den Angaben des Herstellers. 
3.3.2.2.3 RNA aus FACS getrennten Zellpopulationen 
Aus den durch FACS-Analyse getrennten Zellen wurde mittels RNeasy Mini Kit (Qiagen 
GmbH, Hilden) nach den Angaben des Herstellers die RNA isoliert.  
3.3.2.3 Präzipitieren und Konzentrieren von Nukleinsäuren 
Alkohol und monovalente Kationen wurden zur Präzipitation von Nukleinsäuren eingesetzt. 
Diese stören die Hydratisierung der Nukleinsäuren, die Grundlage für die Löslichkeit in 
Wasser. Anschließend an eine Fällung konnten Nukleinsäuren durch Zentrifugation pelletiert 
werden, wodurch eine Konzentrierung der Nukleinsäuren möglich war. 
3.3.2.3.1 Ethanolfällung 
Nukleinsäurelösungen wurden mit 1/10 Volumenteil 3M Natriumacetat (pH 4,8-5,5) und 2,5 
Volumenteilen ETOH vermischt und die präzipierte DNA durch Zentrifugation bei 13000 
rpm für 30 min pelletiert. Um Restsalze aus dem Fällungsansatz zu entfernen, wurde das 
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Pellet mit 80%igem ETOH gewaschen, anschließend getrocknet und in einem geeigneten 
Volumen TE bzw. sterilem Wasser aufgenommen. 
3.3.2.3.2 Isopropanolfällung 
Die DNA-Lösung wurde mit mindestens 0,7 Volumen Isopropanol versetzt und gemischt. 
Anschließend wurde das DNA-Präzipitat durch Zentrifugation (13000 x g, 30 min) pelletiert. 
Um das überschüssige Isopropanol zu entfernen, wurde das Pellet mit 80%igem ETOH gewa-
schen und anschließend getrocknet. Isopropanol hat gegenüber der Ethanolfällung den Vorteil 
einer verminderten Kopräzipitation von Salzen und eines geringeren Fällungsvolumens. 
3.3.2.3.3 Speed-Vac 
Zur Volumen-Einengung oder zur Entfernung von Restalkohol wurden DNA-Pellets bzw. -
Lösungen in einer Vakuumzentrifuge (Speed Vac) getrocknet bzw. eingedampft. Die Dauer 
der Vakuum-Zentrifugation ist dabei abhängig von der Menge der zu verdampfenden Flüs-
sigkeit. Alkohol und Wasser sind aufgrund der Erniedrigung des Siedepunktes bei reduzier-
tem Druck bereits bei RT leicht flüchtig und lassen sich somit schnell entfernen. 
3.3.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
3.3.2.4.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäurelösungen 
Die Konzentration von Nukleinsäurelösungen wurde durch Messung der optischen Dichte 
(OD) mittels Photometer bestimmt. Dazu wurden die nukleinsäurehaltigen Proben mit 1x TE 
oder H2Odd im Verhältnis 1:100 verdünnt und die Absorption bei λ= 260 nm und λ= 280 nm 
in einer Quarzküvette (Volumen: 100 µl) gemessen. Dabei entspricht eine Absorption von 1,0 
bei λ= 260 nm einer Konzentration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA oder 33 µg/ml 
einzelsträngiger DNA bzw. 43 µg/ml RNA. Aus dem Quotienten der OD bei λ= 260 nm und 
λ= 280 nm, der bei doppelsträngiger DNA zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte, kann darüber 
hinaus auf die Reinheit der Nukleinsäurelösung geschlossen werden. Niedrigere Werte weisen 
auf Verunreinigungen mit Protein hin und größere Werte sind ein Indiz für die Anwesenheit 
von RNA oder denaturierter DNA. Die Konzentrationsbestimmungen erfolgten nach 
folgenden Gleichungen: 
DNA-Konzentration (µg/ml)=A260 x Verdünnungsfaktor (100) x 50 µg/ml 
RNA-Konzentration (µg/ml)=A260 x Verdünnungsfaktor (100) x 43 µg/ml 
A260= Absorption bei λ= 260 nm 
3.3.2.4.2 Konzentrationsbestimmung mittels Agarosegel 
Für eine grobe Konzentrationsbestimmung von Plasmiden oder PCR-Produkten wurden 
definierte Mengen einer DNA-Lösung bekannter Konzentration (z.B. ein Längenstandard) 
parallel zu den Proben auf ein Agarosegel aufgetragen. Die Gele wurden mit Ethidiumbromid 
gefärbt und die DNA durch UV sichtbar gemacht. Durch Vergleichen der Bandenintensität 
der Probe mit der Referenzprobe konnte die Konzentration abgeschätzt werden. Dabei fand 
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die Geldokumentation mit dem Enhanced Analysis System (E.A.S.Y Win32, Herolab, 
Wiesloch) Anwendung. 
3.3.2.5 Aufreinigung von Nukleinsäuren 
3.3.2.5.1 Agarose–Gelextraktion von Nukleinsäuren 
Das Ausschneiden distinkter Banden aus einem Agarosegel und die anschließende Extraktion 
der DNA aus dem Gel bietet die Möglichkeit, entweder ein PCR-Produkt von unerwünschten 
Bestandteilen des PCR-Ansatzes zu reinigen (z.B. Primer, Salze) oder DNA-Fragmente 
gewünschter Größe aus einem Gemisch anderer Fragmente zu isolieren. Hierfür wurden die 
DNA-Proben in einem präparativen Agarosegel aufgetrennt. Dabei wurde als Gel- und 
Elektrophoresepuffer 1 x TAE verwendet, da die im TBE enthaltenen Borat-Ionen die 
Effizienz der DNA-Bindung an die Silicagel-Membran der Gel-Extraktions-Säulen negativ 
beeinflussen. Das Ausschneiden der Banden erfolgte unter UV-Licht bei einer Wellenlänge 
von λ = 306 nm. Bei dieser Wellenlänge ist die Gefahr von Strangbrüchen reduziert.  
Die Re-Isolierung der DNA-Fragmente erfolgte unter Verwendung des CONCERT Rapid Gel 
Extraktions Kit (Gibco BRL, Eggenstein) nach Angaben des Herstellers. 
3.3.2.5.2 Exo-SAP Aufreinigung von PCR-Produkten 
Durch dieses Aufreinigungsverfahren werden überschüssige Bestandteile aus der PCR-
Amplifizierung-Reaktion unbrauchbar gemacht (Primer hydrolysiert, Desoxynukleotid-
triphosphate phosphoryliert). Dieser Schritt ist notwendig um ein optimales Ergebnis bei der 
folgenden Sequenzierungsreaktion zu erlangen. Die Aufreinigung erfolgte unter der Ver-
wendung der ExoSAP-IT (GE Healthcare, Freiburg) nach den Angaben des Herstellers. 
3.3.2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Zur spezifischen Amplifikation von DNA-Abschnitten wurde die PCR (polymerase chain 
reaction), verändert nach MULLIS und FALOONA 1987 angewendet.  
3.3.2.6.1 Standard-PCR 
Mit Hilfe der PCR kann man definierte DNA-Abschnitte in vitro vervielfältigen. Die PCR ist 
eine Reaktion, bei der die neu synthetisierten DNA-Stränge in den folgenden Zyklen selbst als 
Matrizen für die weitere DNA-Synthese dienen. Pro template können bis zu 109 Kopien durch 
die PCR synthetisiert werden. Wesentlicher Bestandteil einer PCR ist eine hitzestabile DNA-
Polymerase, z.B. die Taq-Polymerase, isoliert aus dem thermophilen Eubakterium Thermus 
aquaticus. Sie synthetisiert entlang einer Einzelstrangmatrize in Anwesenheit der vier 
Desoxynukleotidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP (dNTPs) neue DNA-Stränge. 
Als Startpunkt der Synthese dienen zwei Oligonukleotidprimer, je ein forward- und ein 
reverse-Primer, die an die beiden DNA-Stränge des Zielabschnittes binden, so dass Strang 
und Gegenstrang in einer Reaktion simultan synthetisiert werden. 
Die PCR besteht aus sich wiederholenden Reaktions-Zyklen mit jeweils drei Schritten: 
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Denaturierung:  Die doppelsträngige DNA wird auf 93-96°C erhitzt und dadurch in 
Einzelstränge aufgetrennt. 
Annealing:  Die Primer lagern sich an ihre Zielsequenz an. Die Temperatur hängt von 
der Schmelztemperatur der Primer ab. Diese liegt typischerweise zwischen 50 und 72°C. 
Elongation:  Die hitzestabile DNA-Polymerase bindet an die 3´-Enden der Primer und 
verlängert diese durch den Einbau von dNTPs bei einer Temperatur von 72°C. 
PCR-Amplifikationen 
Die Durchführung der verschiedenen PCR-Reaktionen erfolgte nach einem einheitlichen 
Grundschema. Der Reaktions-Ansatz beinhaltete typischerweise 100 ng DNA, 1x PCR-
Puffer, 200 µM dNTPs, 200 nM der forward und reverse Primer, und 1-2 U Taq DNA 
Polymerase (5 Units/µl). Daraufhin folgte die PCR. Dem variablen 30-40 Zyklen langen 
Kernprogramm war eine initiale Denaturierung von 4 min 94°C vor- und eine terminale 
Elongation von 5 min 72°C nachgeschaltet. Der terminalen Elongation folgte eine Abkühlung 
auf 8°C. 
Für die Genotypisierung der Cone-GFP-Mausmutante: 
Kernprogramm Primer PCR-
Puffer Denaturierung Annealing Elongation 
Zyklen
-Zahl 
mGFP-F/ R Bom 17 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 
Für die RT-PCR der aus FACS-getrennten Zellpopulationen isolierten RNA: 
Kernprogramm Primer PCR-
Puffer Denaturierung Annealing Elongation 
Zyklen
-Zahl 
cdslc24a1F/R Bom 18 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 90 sec 35 
cdslc24a3Ex67F/R Bom 18 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 60 sec 35 
cdslc24a311-12F/R Bom 18 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 60 sec 35 
cdslc24a4F/R Bom 18 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 60 sec 35 
Für Slc24a2: 
Kernprogramm Primer PCR-
Puffer Denaturierung Annealing Elongation 
Zyklen
-Zahl 
cdslc1F/R AT II 94°C – 30 sec 60°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 
cdslc2F/R Bom 18 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 45 sec 40 
cdslc3F/R Bom 18 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 45 sec 40 
cdslc4F/R Bom 18 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 45 sec 40 
cdslc5F/R Bom 18 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 
cdslc6F/R Bom 18 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 
cdslc7F/R Bom 18 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 
cdslc8F/R Bom 18 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 45 sec 40 
cdslc9F/R Bom 18 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 45 sec 40 
Slc24a2_ak2F/R Bom 18 94°C – 30 sec 60°C – 30 sec 72°C – 60 sec 35 
mSlc24a21F/R Bom 17 94°C – 15 sec 62°C – 15 sec 72°C – 30 sec 35 
Slc24a2Ex10F/R Bom 17 94°C – 30 sec 58°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 





Puffer Denaturierung Annealing Elongation 
Zyklen
-Zahl 
cd1-Pde6cF/R Bom 18 94°C – 30 sec 
94°C – 30 sec 
64°C – 30 sec 
64°C – 30 sec 
72°C – 45 sec 
72°C – 45 sec 
5 
35 
cd2-Pde6cF/R Bom 18 94°C – 30 sec 62°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 
cd3-Pde6cF/R AT II 94°C – 30 sec 56°C – 30 sec 72°C – 45 sec 40 
cd4-Pde6cF/R Bom 18 94°C – 30 sec 60°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 
cd5-Pde6cF/R Bom 18 94°C – 30 sec 60°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 
cd6-Pde6cF/R AT II 94°C – 30 sec 60°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 
cd7-Pde6cF/R Bom 18 94°C – 30 sec 60°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 
cd8-Pde6cF/R Bom 18 94°C – 30 sec 60°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 
NMD-F/R Bom 18 94°C – 30 sec 61°C – 30 sec 72°C – 60 sec 35 
D19Mit19F/R Bom 17 94°C – 30 sec 65°C – 30 sec 72°C – 60 sec 35 
D19Mit65F/R AT II 94°C – 30 sec 65°C – 30 sec 72°C – 60 sec 35 
mPde6cEx7F/R Bom 17 94°C – 30 sec 60°C – 30 sec 72°C – 30 sec 35 
mPDE1F/ R AT I 94°C – 45 sec 60°C – 60 sec 72°C – 120 sec 35 
mPDE2F/R Bom 17 94°C – 45 sec 60°C – 60 sec 72°C – 120 sec 40 
mPDE3F/R Bom 18 94°C – 45 sec 
94°C – 45 sec 
62°C – 60 sec 
60°C – 60 sec 
72°C – 120 sec 
72°C – 120 sec 
10 
30 
mPDE4F/R Bom 17 94°C – 45 sec 60°C – 60 sec 72°C – 120 sec 35 
mPDE3F/mPD
E3RR 
Bom 18 94°C – 45 sec 
94°C – 45 sec 
62°C – 60 sec 
60°C – 60 sec 
72°C – 120 sec 





Bom 18 94°C – 45 sec 
94°C – 45 sec 
62°C – 60 sec 
60°C – 60 sec 
72°C – 120 sec 
72°C – 120 sec 
10 
25 
pde-mutEx7F/R Bom 17 94°C – 30 sec 60°C – 30 sec 72°C – 30 sec 35 
Für gnat1: 
Kernprogramm Primer PCR-
Puffer Denaturierung Annealing Elongation 
Zyklen
-Zahl 
mfrp-f/mfrp-r AT I 94°C – 30 sec 60°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 
pde65-f/pde65-r Bom 18 94°C – 45 sec 60°C – 60 sec 72°C – 120 sec 40 
3.3.2.6.2 Nested-PCR 
Die Nested-PCR-Strategie wurde bei schwierig zu amplifizierenden DNA-Abschnitten 
angewendet. Es wurden hierbei zwei aufeinander folgende PCR-Reaktionen durchgeführt. 
Das in der ersten PCR-Reaktion amplifizierte Produkt diente als template für die darauf 
folgende PCR, bei der Primer (nested Primer) verwendet wurden, die innerhalb der Sequenz 








Puffer Denaturierung Annealing Elongation 
Zyklen-
Zahl 
cd1-Pde6cF/R Bom 18 94°C – 30 sec 
94°C – 30 sec 
64°C – 30 sec 
64°C – 30 sec 
72°C – 45 sec 
72°C – 45 sec 
5 
35 
cd2-Pde6cF/R Bom 18 94°C – 30 sec 62°C – 30 sec 72°C – 45 sec 35 
3.3.2.6.3 Long-Distance-PCR 
Die Long-Distance PCR wurde für die Amplifikation von längeren DNA-Fragmenten von bis 
zu 10 kb genutzt. Dabei wurde das Expand Long Template PCR System (Roche Diagnostics 
GmbH, Mannheim) nach den Angaben des Herstellers angewendet.  
Kernprogramm Primer Böhringer
- Puffer Denaturierung Annealing Elongation 
Zyklen-
Zahl 




92°C – 15 sec 60°C – 30 sec 68°C - 15 min + 
20 sec pro Zyklus 
25 
92°C – 15 sec 60°C – 30 sec 68°C - 15 min 10 mPDE3F/ 
cpfl1A 
Puffer 3 
92°C – 15 sec 60°C – 30 sec 68°C - 15 min + 
20 sec pro Zyklus 
25 
92°C – 15 sec 60°C – 30 sec 68°C - 15 min 10 mPDE3R
R/ cpfl1B 
Puffer 3 
92°C – 15 sec 60°C – 30 sec 68°C - 15 min + 
20 sec pro Zyklus 
25 
3.3.2.6.4 Multiplex-PCR  
CHAMBERLAIN et al. (1988) zeigten, dass man in einem PCR-Ansatzes mehrere Sequenz-
abschnitte parallel amplifizieren kann. Diese Strategie wurde für folgende Ansätze verwendet: 
Kernprogramm Primer PCR-






AT II 94°C – 30 sec 
 
55°C – 30 sec 
 
 






















Nach einer Klonierung wurde mittels Kolonie-PCR der Einbau des gewünschten DNA-
Fragmentes in den Plasmidvektor der einzelnen Klone überprüft. Im Ansatz der PCR-Reak-
tion wurden vektorspezifische Primer (M13 reverse/ M13 forward) verwendet. In das PCR-
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Reaktionsgefäß, in dem der PCR-Ansatz vorgelegt war, wurde je eine einzelne Bakterien-
kolonie von der LB-Agarplatte mittels Pipettenspitze überführt. 
Kernprogramm Primer PCR-Puffer 





Bom 18 94°C – 30 sec 55°C – 30 sec 72°C – 90 sec 30 
3.3.2.6.6 Reverse Transkription  
Die isolierte RNA wurde gemäß dem Protokoll des Herstellers (Super Script First-Strand 
Synthesis System for RT-PCR, (Invitrogen, Karlsruhe)) in doppelsträngige cDNA umge-
schrieben. Das Kit basiert auf der Superscript II Reverse Transkriptase (modifizierte MMLV-
RT aus dem Moloney Murine Leukemia Virus) als Enzym für die cDNA-Synthese. Als 
Startpunkt der cDNA-Synthese wurden entweder Oligo-dT-Primer, die an den Poly A-
Schwanz am 3´-Ende der mRNA binden, random Primer oder genspezifische Primer ver-
wendet. 
3.3.2.7 Restriktionsverdau von DNA 
Durch Verdau mit Restriktionsenzymen wird die DNA in Fragmente zerlegt. Diese Enzyme 
erkennen eine spezifische Basenabfolge (=Erkennungssequenz) auf einem DNA-Doppelstrang 
und hydrolysieren die Phosphodiesterbindungen an definierten Stellen der beiden DNA-
Stränge (=Schnittstellen). Dadurch entstehen DNA-Fragmente charakteristischer Länge. 
Die Aktivität von Restriktionsenzymen wird durch Units (U) definiert: 
1 Unit entspricht derjenigen Aktivität, die benötigt wird, um 1 µg DNA des Bakteriophagen λ 
in einer Stunde bei optimaler Reaktionstemperatur vollständig zu verdauen. 
3.3.2.7.1 Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus (RFLP) 
Der Verdau wurde in einem Reaktionsvolumen von 20 µl durchgeführt, wobei der Ansatz 60 
bis 90 min bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur inkubiert wurde. Der Reaktions-
ansatz setzte sich aus 2µl 10x Puffer, Restriktionsenzym, optional BSA, das PCR-Produkt und 
2-10 µl Restvolumen an dH2O zusammen. 
Der Restriktions-Verdau für die Genotypisierung der cplfl1-Mausmutante und für die NMD-
Untersuchung des cpfl1-Mausmodells auf die Deletion erfolgte mit dem Enzym BstF5I (5 
Units) und dem empfohlenen Y-Puffer (New England Biolabs) im 20µl Ansatz. Der Ansatz 
wurde für 2 h bei 65°C verdaut. 
Der Restriktions-Verdau für die Genotypisierung der Slc24a2ENU-Mausmutante erfolgte mit 
dem Enzym BstF5I (5 Units) und dem empfohlenen Y-Puffer (New England Biolabs) im 20µl 
Ansatz. Der Ansatz wurde für 1 h bei 65°C verdaut. 
Der Restriktions-Verdau für die NMD-Untersuchung des cpfl1-Mausmodells hinsichtlich der 
Insertion erfolgte mit dem Enzym NcoI (5 Units) und dem NEB4-Puffer (New England 
Biolabs) im 20µl Ansatz. Der Ansatz wurde über Nacht bei 37°C verdaut. Die entstandenen 
Fragmente wurden anschließend in Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. 
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3.3.2.7.2 Verdau genomischer DNA 
Für den Restriktionsverdau von genomischer DNA wurden 15 µg genomische DNA pro 
Verdau in einem Gesamtvolumen von 150 µl eingesetzt. Für die verwendeten Enzyme 
(BamHI, NcoI und XbaI für die Southern Blot Analyse) wurden die Angaben des Herstellers 
für die zu verwendenden Puffer und Reaktionstemperaturen beachtet. Es wurden von jedem 
Enzym 30U zu Beginn des Verdaus zupipettiert und der Ansatz 6 h inkubiert. Anschließend 
wurden nochmals 20U des jeweiligen Restriktionsenzyms hinzupipettiert und für weitere 18 h 
inkubiert. Daraufhin folgte die Aufreinigung der geschnittenen DNA durch eine Phenol/ 
Chloroform-Extraktion und die Präzipitation durch ETOH-Fällung. Nach dem Waschen und 
Trocknen der Pellets wurden diese in 20 µl ¼ TE und 3 µl 10x Ladepuffer im Heizblock bei 
37°C gelöst und anschließend im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. 
3.3.2.8 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren 
Die Elektrophorese stellt ein biophysikalisches Verfahren dar, durch welches Moleküle mit 
unterschiedlicher Ladung und/oder Molekulargewicht innerhalb einer inerten chemischen 
Matrix im elektrischen Feld aufgetrennt werden können. Nukleinsäuren, die aufgrund ihrer 
Phosphatgruppen bei neutralem bzw. leicht alkalischem pH negativ geladen sind, wandern zur 
Anode. 
3.3.2.8.1 Agarosegelelektrophorese 
Zur Herstellung der Gele wurde die Agarose durch Aufkochen in 1 x TBE-Puffer geschmol-
zen. Außerdem wurden pro 100 ml Gellösung 1 µg Ethidiumbromid zur Anfärbung der DNA 
hinzugefügt. Es handelt sich hierbei um einen Farbstoff, der in die DNA-Doppelhelix 
interkaliert und bei UV-Bestrahlung fluoresziert. Nach Abkühlung auf ca. 60°C wurde die 
Agaroselösung in eine vorbereitete Gelkammer gegossen und nach ihrem Erstarren mit 1 x 
TBE-Puffer überschichtet. 
Es wurden grundsätzlich 5 µl PCR-Produkt bzw. der gesamte Restriktionsverdau-Ansatz mit 
Ladepuffer vermischt und auf das Gel geladen. Das im Ladepuffer enthaltene Glycerol erhöht 
die spezifische Dichte der Proben und gewährleistet dadurch deren Absinken in die 
Geltaschen. Die ebenfalls im Ladepuffer enthaltenen Farbstoffe Bromphenolblau und 
Xylencyanol ermöglichen eine optiche Kontrolle der zurückgelegten Laufstrecke der Proben. 
Zur Bestimmung von Fragmentgröße bzw. DNA-Konzentration wurde zusätzlich ein DNA-
Längenstandard aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 5-10 V/cm. 
Nach der Elektrophorese wurden die Agarose-Gele mit UV-Licht bei 254 nm durchleuchtet 
und mit das Trennbild einem Geldokumentationssystem (E. A. S. Y Win32, Herolab, 
Wiesloch) aufgezeichnet. 
3.3.2.9 Sequenzierung nach dem Dye Terminatior Cycle-Sequencing Verfahren 
Die Sequenzierung doppelsträngiger DNA erfolgte nach dem Cycle-Sequencing-Verfahren. 
Diese Sequenziermethode beruht auf dem Prinzip der Kettenabbruchreaktion nach Sanger 
(SANGER et al. 1977). 
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Durch die Aktivität einer DNA-Polymerase erfolgt die Synthese eines komplementären 
Stranges entlang einer Einzelstrangmatrize. Initiiert wird diese Reaktion durch einen Oligo-
nukleotid-Primer, an dessen 3’-Ende die DNA-Polymerase ansetzt. Die DNA-Synthese erfolgt 
durch den Einbau komplementärer dNTPs. Dem Reaktionsansatz sind jedoch zusätzlich 
ddNTPs zugefügt, die an Position 3 des Zuckerrestes anstatt einer OH-Gruppe ein H-Atom 
besitzen. Beim Einbau der ddNTPs kann keine Phosphodiesterbindung zwischen dem 3’-
Kohlenstoffatom und dem 5’-Phosphat des nächsten Nukleotids ausgebildet werden, wodurch 
es zum Abbruch der DNA-Synthese kommt. 
Die Sequenzierreaktion wurde mit dem ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit (Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster City) durchgeführt. Bei diesem 
Sequenzierkit sind die vier ddNTPs mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, so 
dass eine „Ein-Topf“-Sequenzierreaktion und eine elektrophoretische Auftrennung der 
Fragmente in nur einer Kapillare bzw. Spur möglich ist. Für die Sequenzierreaktion mit einem 
Gesamtvolumen von 10µl wurden 2µl BigDye Terminator Mix, 1µl Primer (5 pmol/µl), und 
als template 50 ng aufgereinigtes PCR-Produkt bzw. 500 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Alle 
Cycle-Sequencing-Reaktionen wurden in dünnwandigen 200µl Reaktionsgefäßen auf Gene 
Amp PCR Systems 2400 Thermocyclern durchgeführt. Standardbedingungen für die Cycle-
Sequencing-Reaktionen waren: 2 min 96°C, 25 Cyclen mit 30 sec 96°C, 10 sec 53°C und 4 
min 60°C. Zur Abtrennung überschüssiger fluoreszenzmarkierter ddNTPs wurden die 
Sequenzierreaktionen anschließend mit Isopropanol gefällt. Der Überstand wurde verworfen, 
das Pellet mit 200 µl 80%igem Ethanol gewaschen und für 1 min bei 60°C getrocknet. Die 
Elektrophorese, Detektion und Analyse erfolgte an einem automatischen Kapillar-
Sequenzierer, dem DNA-Sequenziersystem ABI PRISM 3100 Genetic Analyser, (Perkin 
Elmer Applied Biosystems, Foster City). 
3.3.2.10 DNA-Klonierung  
Die Klonierung besteht aus drei elementaren Schritten: 
Die Ligation (3.3.3.5.1) umfasst die Konstruktion eines rekombinanten DNA-Moleküls durch 
kovalente Verknüpfung der Ziel-DNA mit einem Vektor. Bei der Transformation (3.3.3.5.2) 
wird das rekombinante DNA-Molekül in eine Wirtszelle transferiert. In der Wirtszelle kann 
sich das rekombinante DNA-Molekül als extrachromosomales Plasmid replizieren. Bei der 
selektiven Vermehrung auf antibiotikahaltigen Agarplatten wachsen Kolonien, die aus einer 
transformierten Ausgangszelle hervorgegangen sind (Klone). Einzelne Klone können von der 
Agarplatte gepickt und in Flüssigmedium weiterkultiviert werden. 
3.3.2.10.1 Ligation von PCR-Produkten 
Für die Ligation von PCR-Produkten wurde das TA-Cloning-Kit mit dem Vektor pCR2.1 
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Dieses System nutzt die Eigenschaft der Taq-Polymerase, 
ein singuläres Adenosinnukleotid an die 3´-Enden des PCR-Produkts anzufügen. Der 
linearisierte Vektor besitzt an den 3´-Enden ein singuläres Desoxythymidin, so dass PCR-
Fragmente aufgrund dieser komplementären Überhänge effizient mit dem Vektor ligiert 
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werden können. Die Ligation wurde nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. Der 
Ligationsansatz wurde über Nacht bei 14°C im Wasserbad inkubiert. 
3.3.2.10.2 Chemische Transformation von Vektoren in Bakterienstämme 
Pro Ligationsreaktion wurde ein 20 µl Aliquot kompetenter Zellen (INVαF´ oder DH5α) auf 
Eis aufgetaut. Zu den Zellen wurden 2 µl des Ligationsansatzes zugegeben und für 30 min auf 
Eis inkubiert. Anschließend wurde dieser Ansatz für 30 sec bei 42°C im Wasserbad inkubiert 
(Hitzeschock) und wieder auf Eis gestellt. Die Zellsuspension wurde dann mit 250 µl SOC-
Medium versetzt und für eine Stunde bei 37°C im Schüttler bei 225 rpm inkubiert. Der 
komplette Transformationsansatz wurde auf LB-Agarplatten ausplattiert, um die Zellen zu 
vereinzeln. Die Selektion der Transformanden erfolgte durch Zugabe des passenden 
Antibiotikums. Stammhaltung: Die Bakterienstämme und -klone wurden zur kurzzeitigen 
Lagerung auf antibiotikahaltigen Agarplatten (versetzt mit adäquatem Antibiotikum) bei 37°C 
über Nacht angezogen und danach bei 4°C gelagert. Zur längeren Lagerung wurden 750 µl 
einer Flüssigkultur mit 750 µl 50%igem Glycerol versetzt und bei -80°C tiefgefroren. 
3.3.2.11 Southern Blot Analyse 
3.3.2.11.1 Southern Transfer 
Vor dem Southern Transfer wurde das Agarose-Gel 15 min in Ethidiumbromid gefärbt, um 
die elektrophoretische Auftrennung der verdauten DNA im Agarose-Gel zu kontrollieren und 
zu dokumentieren. Zur Depurinierung wurde das Agarose-Gel nach kurzem Waschen in 
ddH2O zweimal für 8 min in 0,25M HCl inkubiert. Anschließend wurde es wiederum in 
ddH2O gewaschen und zweimal für 20 min in der Denaturierungslösung inkubiert. Nach 
einem weiteren Waschschritt wurde das Gel zweimal für 20 min in Neutralisierungslösung 
neutralisiert. Der DNA-Transfer erfolgte nach dem Pressure Blot-Verfahren. Als Puffer 
wurde dabei 20x SSC verwendet. Der Transfer erfolgte bei 75mm Hg für 2 h auf einer positiv 
geladenen Nylonmembran. Die DNA wurde nach dem Transfer durch Bestrahlung in einem 
Crosslinker auf der Nylonmembran fixiert. Nach dem Transfer erfolgte eine Gegenfärbung 
des Agarose-Gels mit Ethidiumbromid zur Kontrolle des Transfers. 
3.3.2.11.2 Herstellen der Sonde 
Als Sonde wurde ein Pde6c-cDNA-Abschnitt (Exon 4-9) verwendet. Die Hybridisierungs-
sonde wurde mittels RT-RCR und anschließendem Restriktionsverdau generiert. Es folgte 
eine gelelektrophoretische Aufreinigung des Fragments und die radioaktive Markierung 
mittels random-priming unter der Verwendung des NEBlot Kit (New England Biolabs). Für 
den Versuchsansatz wurden 30ng DNA in 6 µl ddH2O aufgenommen, 5 min in kochendem 
Wasser denaturiert und auf Eis gestellt. Anschließend wurden 5µl 10x labeling buffer, 4µl 
dGTP/dTTP-Mix , 1µl Polymerase I-Klenow-Fragment und jeweils 5µl α-32P-dATP 
(3,000Ci/mmol) und α-32P-dCTP (3,000Ci/mmol) zu der denaturierten DNA hinzu pipettiert 
und 4 h bei 37°C inkubiert. Das Abstoppen der Markierungsreaktion erfolgte durch die 
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Zugabe von 5µl 0,2M EDTA pH 8.0. Die Sonde wurde über NICK Columns (Pharmacia, 
Piscata) laut Angaben des Herstellers aufgereinigt.  
3.3.2.11.3 Hybridisierung des Southern Blots 
Zur Hybridisierung wurde die Membran in eine Glasröhre blasenfrei eingelegt und über Nacht 
mit 20 ml Hybrisol II bei 55°C im rotierenden Hybridisierungsofen prähybridisiert. Für die 
Hybridisierung wurde die hitze-denaturierte Sonde (Gesamtvolumen ca. 450µl) mit 500µl 
Hybridisol II gemischt und in die Glasröhre zur Prähybridisierungslösung pipettiert. Die 
Hybridisierung erfolgte bei 65°C über Nacht im Hybridisierungsofen. Um nichtgebundene 
Aktivität zu entfernen, wurde der Filter kurz mit Waschlösung I bei RT und anschließend für 
1 h mit der Waschlösung II bei 60°C gewaschen. Für die Autoradiographie wurde der 
gewaschene Filter in einer Expositionskassette mit zwei Verstärkerfolien für 24-48 h gegen 
einen Röntgenfilm exponiert. 
3.3.3 Isolation von Proteinen 
3.3.3.1 Isolation von Gesamtprotein 
Alle Schritte der Proteinisolierung fanden bei einer Temperatur zwischen 0-4°C statt. Die 
Organe wurden entnommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß verbracht und dreimal in 
flüssigem Stickstoff eingefroren und auf Eis aufgetaut (freeze-thaw-cycle). Zu diesem Ansatz 
wurden 300 µl des angesetzten H-Mediums gegeben. Das Gewebe wurde mittels Aspiration 
durch eine G25 Kanüle weiter zerkleinert. Der Gewebeaufschluß wurde anschließend für 10 
min bei 1000xg zentrifugiert, und der resultierende Überstand abgenommen und in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Zu dem Pellet wurden erneut 300 µl des angesetzten H-Mediums 
geben, und durch Pipettieren gemischt.  
3.3.3.2 Membranfraktionierung  
3.3.3.2.1 Isolation der Membranfraktion 
Alle Schritte der Isolierung fanden bei einer Temperatur zwischen 0-4°C statt. Die verschie-
denen Organe wurden entnommen, grob mit einem Skalpell zerkleinert und in ein 2ml 
Reaktionsgefäß verbracht, 0,5-1 ml Lyse-Puffer dazugegeben und dreimal in flüssigem 
Stickstoff eingefroren und auf Eis aufgetaut (freeze-thaw-cycle). Durch die darauf folgende 
Zentrifugation mit der Tischzentrifuge bei 450xg (2.200 rpm), 20 min wurden die großen 
Zellfragmente und Zelldetritus entfernt. Das Zellpellet wurde als Kontrolle behalten. Der 
Überstand wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß pipettiert und 30 min bei 30.000xg 
(17.800 rpm), zentrifugiert. Der erhaltene Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt und die aquivalente Menge an Membranpuffer zugegeben. Diese Probe stellte die 
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3.3.3.2.2 Isolation einer Subfraktion der Membranfraktion 
Das Protokoll zur Subfraktionierung der Membranfraktionierung wurde in Anlehnung an die 
Veröffentlichung von SALVATERRA und MATTHEWS (1980) etabliert (Abb. 11). Alle 
Gewebe wurden bei 0-4°C auf- und weiterverarbeitet. Das entnommene Gewebe wurde in 10 
% (w/v) 0,32 M Saccharose-Lösung (w/w), pH 7,4 aufgenommen und mit dem Homogeni-
sator zerkleinert. Der erste Zentrifugationsschritt erfolgte für 10 min bei 1,000xg. Der Über-
stand wurde abgenommen und separiert. Das Pellet wurde nochmals in Saccharose- Lösung 
aufgenommen und zentrifugiert (10 min, 1,000xg). Der gewonnene Überstand wurde abge-
nommen und mit dem ersten Überstand vereinigt. Das dabei verbleibende Pellet 1 enthält 
zellulärer Trümmer, Zellkerne und Myelin. Der vereinte Überstand wurde für 20 min bei 
10,000xg bei 0-4°C zentrifugiert. Das so gewonnene Pellet 2 enthält Synaptosomen, Mito-
chondrien und Myelin. Der Überstand wurde weiter für 60 min bei 100,000xg zentrifugiert. 
Das resultierende Pellet 3 enthält microsomale und andere Membranfraktionen. Es wurde in 
Membranpuffer (s.o) aufgenommen und bei -80°C gelagert.  
 
 
Abb. 11 : Schematische Vorgehensweise der Subfraktionierung der Protein-Membranfraktion 
(verändert nach (SALVATERRA und MATTHEWS 1980).  
 
Das Pellet 2 wurde hypotonisch gelöst in 5 mM Tris, pH 8,0 und 30 min auf Eis inkubiert. 
Durch Zugabe von 48%iger Saccharose-Lösung wurde die Saccharose-Konzentration im 
Gemisch auf 34% eingestellt. Zur Herstellung eines Stufengradienten wurde das Gemisch mit 
28,5%iger Saccharose-Lösung und zuletzt einer 10%igen Saccharose-Lösung überschichtet. 
10,000g, 20 min, 4°C 
10% Homogenat in 0,32M Saccharose 





in 75 ml Saccharose aufnehmen










Resuspendieren in 5 mM Tris, pH 8,0, 30min.,  
0°C 
+12,5 ml 34% Saccharose 
  +8 ml 28,5% Saccharose 
   + 4 ml 10% Saccharose 
85,000g, 30 min., 4°C, ohne Bremse 
Saccharose-Gradient: 
Myelin-Fraktion und  
synaptische Plasmamembranen-Fraktion  
v.a. mit Mitochondrien 
100,000g, 60 min., 4°C 
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Die Zentrifugation erfolgte 30 min bei 85,000xg. Durch Ausschalten der Bremse wurde die 
Verwirbelung der Fraktionen verhindert. Zwischen 10% und 28,5% Saccharose lag die 
Myelin-Fraktion. Zwischen 28,5% und 34% war die angereicherte Fraktion mit synaptischer 
Plasmamembran zu erkennen. Das Pellet enthielt vor allem Mitochondrien. Die einzelnen 
Fraktionen wurden mittels Pasteurpipette abgesaugt. 
Durch Zugabe von destilliertem Wasser wurde der Saccharosegehalt auf unter 10% gesenkt. 
Alle Fraktionen wurden 60 min mit 100,000xg pelletiert. Die Pellets wurden in Membran-
puffer resuspendiert. 
3.3.3.3 Konzentrationsbestimmung mittels Bradford-Reagenz 
Die Konzentration von Proteinen wurde nach Zugabe von Bradford-Reagenz durch Messung 
der optischen Dichte (OD) im Photometer bestimmt. Für diese Bestimmung wurde eine BSA-
Eichgerade erstellt. Dabei wurden Lösungen mit definierter BSA-Konzentration mit 
Bradford-Reagenz versetzt und deren OD bei 595 nm gemessen. Anhand der daraus 
entwickelten Eichgerade wurde die Proteinmenge der untersuchten Proben bestimmt. 
Vorgehensweise: Aus dem Bradford-Reagenz wurde eine Stammlösung mit einem Mi-
schungsverhältnis 1:5 mit ddH2O-Wasser hergestellt. Je 1 ml der Stammlösung wurde in eine 
Einmalküvette (Sarstedt, Nürnberg) pipettiert. Eine Küvette wurde ohne Proteinprobe 
belassen und diente als Leerwert. Je 2 µl aus der Proteinprobe wurden in eine Küvette gege-
ben. Der Absorptionswert wurde bei einer Wellenlänge von 595 nm gemessen. Anhand der 
Eichgeraden wurde die Proteinmenge ermittelt. Durch die Division des Wertes durch 2 wurde 
die vorhandene Proteinmenge in µg/µl berechnet. 
3.3.3.4 Western Blot 
3.3.3.4.1 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) 
Zur Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrem Molekulargewicht wurde die Methode 
der SDS-PAGE  angewendet (LAEMMLI 1970).  
Dabei wird den Proben zum einen SDS zugesetzt, welches nichtkovalente Wechselwirkungen 
auflöst und das Protein stark negativ lädt und zum anderen Mercaptoethanol, welches die 
Disulfidbrücken reduziert. So entsteht ein Komplex aus denaturiertem Protein, dessen 
negative Ladung ungefähr proportional zur Masse des Proteins ist. In der diskontinuierlichen 
Gelelektrophorese sammeln sich die Proben zunächst im „Sammelgel“. Die Auftrennung und 
Differenzierung der Banden erfolgt im „Trenngel“. 
Die Gewebeproben werden dazu mit 5x Probenpuffer versetzt, für 5 min bei 100°C erhitzt 
und anschließend aufgetragen. Parallel zu den Proben wurde ein Standard (PageRulerTM 
Prestained Marker, Fermentas; PageRulerTM, MBI Fermentas, Vilnius) eingesetzt, um eine 
spätere Zuordnung der Molekulargewichte zu ermöglichen. Vor dem Auftragen der Proben 
und des Standards wurde die Gelkammer mit Laufpuffer gefüllt. Die Proteine wurden in 
einem elektrischen Feld mit konstanter Spannung von 100 V aufgetrennt.  
 




Nach der Auftrennung in der Gelelektrophorese wurden die Proteine im „Naßverfahren“ vom 
Gel auf eine Nitrocellulose-Membran übertragen (blotting). Dafür wurde das Proteingel mit 
Filterpapieren und Schwämmen in Transferpuffer äquilibriert. Die Nitrocellulose-Membran 
wurde vor der Äquilibrierung in H2Odd angefeuchtet. Im Anschluss daran wurden Gel und 
Membran zwischen Filterpapiere und Schwämme gelegt und mit einer Plastikspange fixiert. 
Dieses so genannte „sandwich“ wurde anschließend in eine mit Transferpuffer gefüllte 
Blottingkammer eingehängt. Die Übertragung der Proteine vom Gel auf die Membran erfolgte 
bei konstanten 200 mA, wobei die Proteine aufgrund ihrer Ladung im elektrischen Feld aus 
dem Gel auf die Membran wandern. Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran mit 
Ponceau S gefärbt, wodurch sich das Bandenmuster auf der Membran darstellt und die 
Banden des Längenstandards zur späteren Identifizierung markiert werden konnten. Zur 
Vorbereitung der Immundetektion wurde die Membran für mindestens 1 Stunde bei 
Raumtemperatur in Blockierungslösung inkubiert, um unspezifische Bindungen der 
Antikörper zu verhindern. 
3.3.3.4.3 Signaldetektion mittels „ECL- System“ 
Der jeweilige Erstantikörper wurde in der Blockierungslösung verdünnt in einem Verhältnis 
von 1:500 bis 1:5000 eingesetzt. Mit dieser Erstantikörper-Lösung wurde der Blot über Nacht 
bei 4°C unter leichtem Schütteln inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Erstantikörperlösung 
verworfen und die Membran dreimal 10 min bei RT mit TBS gewaschen.. 
 
Abb. 12 : Schematische Darstellung der verwendeten Western-Blot-Detektions-Methode. Der 
Erstantikörper bindet an die spezifischen Proteine (Antigen) auf der Membran. Der Zweitantikörper 
bindet an die speziesspezifischen, konstanten Abschnitte des Erstantikörpers. Durch die Aktivität der 
an den Zweitantikörper gekoppelten Peroxidase wird der Antigen/Antikörper-Komplex mit der Hilfe 
von Substrat und Verstärker bzw. durch die eintretende chemische Reaktion inklusive Lichtemission 
detektiert und auf dem Photofilm sichtbar gemacht. 
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Im Anschluss wurde die Membran für eine Stunde bei RT unter leichtem Schütteln mit dem 
verdünnten Zweitantikörper (1:4000 – 1:8000 in Blockierungslösung) inkubiert Nach einer 
Stunde wurde die Zweitantikörperlösung entfernt und die Membran erneut dreimal 10 min bei 
RT mit TBS gewaschen. Für die Detektion wurde der Blot für 1 min in einer 1:1-Mischung 
aus ECL-Substrat und ECL-Enhancer (Amersham Biosciences, Freiburg) inkubiert. 
Anschließend wurde der Blot in eine Photokassette gelegt und gegen einen 
Chemilumineszenzfilm exponiert, welcher danach in der Entwicklungsmaschine (Curix 60, 
AGFA, Köln) entwickelt wurde. 
Die Inkubation des Blots mit einem Erstantikörper führt dazu, dass dieser Antikörper spezi-
fisch an das entsprechende Antigen bindet. Die konstanten Polypeptidabschnitte dieses 
Antikörpers sind speziesspezifisch, sodass als Zweitantikörper ein Anti-Immunglobulin-
Antikörper spezifisch für die Spezies in der der Erstantikörper generiert wurde, verwendet 
wird. An den Zweitantikörper ist ein Enzym gekoppelt, welches die Detektionsreaktion 
katalysiert (Abb. 12). Beim ECL-System (Amersham Biosciences, Freiburg) handelt es sich 
dabei um Meerrettich-Peroxidase, die in Anwesenheit von H2O2 (als Katalysator) Luminol 
oxidiert. Oxidiertes Luminol setzt Licht frei, wodurch der Film belichtet wird. Durch Anwe-
senheit von Phenolen wird die Reaktion zusätzlich verstärkt. 
3.3.4 Elektroretinogramm (ERG) 
Eine objektive Funktionsuntersuchung der Retina wurde mittels Elektroretinographie durch-
geführt (JAISSLE et al. 2001). Das Prinzip besteht darin, nach Stimulierung der Netzhaut mit 
einem Lichtreiz (Blitz) die Potentialveränderungen, die typischerweise in erregten Ner-
venzellen (v.a. Photorezeptoren, Bipolarzellen und Amakrinzellen) entstehen, zu messen. 
Dabei wurden dunkeladaptierte ERGs zur Untersuchung des Stäbchensystems und helladap-
tierte ERGs zur Analyse des Zapfensystems an Tieren unterschiedlichen Alters gemessen. 
Die elektophysiologische Untersuchung wurde freundlicherweise von Prof. Dr. M. Seeliger, 
Universitäts-Augenklinik Tübingen, durchgeführt. 
3.3.5 Scanning-Laser-Ophthalmology (SLO) 
Bei der Scanning-Laser Ophthalmoskopie (SLO) können durch Abtastung mit konfokalen 
Lasern unterschiedlicher Wellenlängen die verschiedenen Schichten des Augenhintergrundes 
in vivo dargestellt werden (SEELIGER et al. 2005). 
Darüberhinaus wurde das Gefäßsystem der Netzhaut, der darunterliegenden Aderhaut und die 
Vaskularisierung am Sehnervenkopf mit Hilfe angiographischer Methoden analysiert. Bei der 
Angiographie wird ein verabreichtes Kontrastmittel (Natrium-Fluoreszein oder Indozyanin-
Grün (ICG)) in den Gefäßen der Netzhaut mittels Laser (488 nm bzw. 795 nm) angeregt und 
nur das langwelligere, emittierte Licht des Fluoreszenzfarbstoffes mit Hilfe eines Sperrfilters 
selektiv detektiert. Bei der Fluoreszenzangiographie können vor allem Gefäße der Retina 
sichtbar gemacht werden, da das kurzwellige Licht (488 nm) vom darunterliegenden 
Pigmentepithel stark absorbiert wird. Für eine Darstellung der Gefäße der Chorioidea ist die 
ICG-Angiographie besser geeignet, da das infrarote Licht nicht so stark absorbiert wird. Diese 
Tiere, Material und Methoden 
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Untersuchung wurde freundlicherweise von Prof. Dr. M. Seeliger, Universitäts-Augenklinik 
Tübingen, durchgeführt. 
3.3.6 Datenbankanalysen 
In Ergänzung der eigenen experimentellen Untersuchungen wurde auf Daten, webtools und 
Quellen aus öffentlich verfügbaren Datenbanken zurückgegriffen. 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
Ensembl – Datenbank, The Sanger Center (http://www.ensembl.org) 
UCSC Genome Browser, University of California, Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu) 
Primer 3; Whitehead Institute for Biomedical Research (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) 




4.1 Cone-GFP-Mausmutante (B6.SJL-TG (OPN1LW-EGFP) 
85933) 
Die transgene Mauslinie B6.SJL-TG(OPN1LW-EGFP) 85933 wurde durch Vorkerninjektion 
des gfp-Gens in Verbindung mit dem Promotor des humanen Rot-Opsin-Gens (OPN1LW) 
generiert (FEI und HUGHES 2001). Durch das Transgen wird GFP (green fluorescent 
protein) in den ZPR dieses Mausmodelles exprimiert. Anhand ihrer Fluoreszenz können die 
ZPR in diesen transgenen Mausmutanten sowohl in der SLO (Scanning-Laser 
Ophthalmoskop)-Untersuchung, als auch in der Histologie leicht detektiert werden. 
Das GFP-Merkmal wurde in die verschiedenen zu untersuchenden Mausmodelle eingekreuzt, 
um die Analyse der ZPR zu erleichtern.  
4.1.1 Genotypisierung der Cone-GFP-Mausmutante (B6.SJL-TG 
(OPN1LW-EGFP) 85933) 
Bei der Zucht musste die Präsenz des GFP-Transgens mittels Genotypisierung sicher nach-
gewiesen werden. Die Genotypisierung der Cone-GFP-Mausmutante erfolgte entsprechend 
der Veröffentlichung von FEI und HUGHES (2001). Dabei wird ein 370 bp großes PCR-
Fragment des eingebrachten gfp-Gens mittels PCR-Reaktion amplifiziert (3.2.2.8.1; 3.3.3.1.2) 
(Abb. 13). Nur Tiere mit einem sehr starken 370 bp PCR-Produkt (siehe Abb. 13 Spur 1-3) 
wurden als „transgen positiv“ gewertet. 
 
Abb. 13 : Darstellung eines Agarosegels nach der Auftrennung der Cone-GFP-Genotypisie-
rungs-PCR. M: KEB-Längenstandard; 1, 2, 3: GFP-transgene Tiere; 4, 5: Wildtyp; 6: Leerwert; 7: 
Spur ist frei;  
4.1.2 Fluorescence Activated Cell Sorting der Retina 
In der Mäuseretina stellen die ZPR eine Minderheit dar. Die FACS-Analyse wurde verwen-
det, um die geringe Zahl an ZPR für weiterführende Analysen anzureichern. Für das 
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) wurde die Retina der Cone-GFP-Mausmutanten 
mit Papain verdaut, um Einzelzellen aus dem Gewebeverband herauszulösen (3.3.1.2). Das 




mit freundlicher Unterstützung von Dr. Bühring. Dabei wurden die retinalen Zellen nach den 
Parametern Größe, Granulation und Fluoreszenz analysiert und die Population GFP-positiver 
Zellen, sowie eine Kontroll-Population GFP-negativer Zellen gewonnen (Abb. 14). Alle 
Zellfraktionen wurden in PBS aufgefangen und auf Eis weiterverarbeitet. Die RNA-Isolation 
wurde nach 3.3.2.2.3 durchgeführt.  
 
 
Abb. 14 : FACS retinaler Zellen der Cone-GFP-Maus; links: Zellen bzgl. FSC-Height (Maßstab 
für die Zellgröße) und SSC (Maßstab für die Granulation), R1 stellt die ausgewählte Population dar; 
rechts: Häufigkeitsverteilung der Zellen in Abhängigkeit ihrer GFP-Fluoreszenz. 10 000 Ereignisse 
wurden gemessen (Counts = Ereignisse), R2 stellt die sortierte Fraktion der GFP-positiven Zellen dar, 
R3, die zur Kontrolle isolierte Zellfraktion der GFP-negativen, retinalen Zellen. 
4.1.2.1 Opsin-Kontroll-PCR 
Um die Reinheit der Zellfraktionen zu überprüfen wurde eine Multiplex RT-PCR mit der 
isolierten RNA durchgeführt (3.2.2.8.1; 3.3.3.1.5). 
 
Abb. 15 : Analyse der FACS angereicherten Zellen mittels Opsin-Multiplex RT-PCR. M: KEB-
Längenstandard, 1:RT-RCR mit RNA der FACS angereicherten Zapfen, 2: RT-PCR mit RNA der 
isolierten Kontrollfraktion, 3: RT-PCR mit gesamte retinaler RNA einer C57BL/6-Maus, 4 Leerwert 
der RT-PCR, 5 Leerwert der PCR. M-Opsin = 504 bp, Rhodopsin = 434 bp, S-Opsin = 351 bp. 
 
Diese PCR diente der spezifischen Amplifikation von cDNA-Abschnitten der Gene für das 
M-Opsins mit einer Fragmentlänge von 504 bp (M-Opsins), für das S-Opsin der UV-/Blau-
ZPR mit 351 bp Fragmentlänge (S-Opsin) und für das Rhodopsin der SPR mit 434 bp Frag-
mentlänge. Mit der RNA der FACS angereicherten Zapfenfraktion wurden alle drei PCR-
Produkte amplifiziert. Bei der Kontrolle mit RNA aus GFP-negativen Zellen des FACS ist 
lediglich das Rhodopsin-PCR-Produkt detektiert worden. Zudem wurde die PCR mit einer 




worden (Abb. 15). Aus diesem Ergebnis geht hervor, dass es sich beim FACS der retinalen 
Zellen um eine sichtbare Anreicherung der ZPR-Population, jedoch nicht um eine Trennung, 
im Sinne einer exakten Isolation, handelt. 
4.1.3 Histologische Untersuchung  
Zur Darstellung der GFP-exprimierenden ZPR wurden whole-mount-Präparate angefertigt 
(Abb.16). GFP hat ein Anregungsspektrum mit Maxima zwischen 396 nm und 475 nm, und 
emitiert bei einer Wellenlänge von 508 nm. Daher musste keine weitere Färbung stattfinden, 
um GFP-exprimierende Zellen darstellen zu können. Untersucht wurde die Retina der Cone-
GFP-Mausmutante im Alter von zwei, drei, vier und fünf Wochen, und mit einem Jahr, wobei 
jeweils vom linken Auge eine whole-mount-Präparation auf einen Objektträger fixiert wurde. 
Auffällig ist die deutliche Reduktion der Anzahl der ZPF in der Retina der 12 Monate alten 






C: 1 Monat alte GFP-Mausmutante E:  12 Monat alte GFP-Mausmutante
D:  
     
 1 Monat alte GFP-Mausmutante,
Vergrößerung
F:   12 Monat alte GFP-Mausmutante,
     Vergrößerung
 
 
Abb. 16 : Darstellung der whole mount-Präparationen der Cone-GFP-Mausmutante. A: Sche-
matische Darstellung der präparierten Retina und ihre Lage auf dem Objektträger, B: Ausrichtung der 
präparierten Retina, C: komplette Retina einer einen Monat alten Cone-GFP-Mausmutante; D: 
Vergrößerung aus Abb. C des durch den Pfeil markierten Bereichs der Retina einer einen Monat alten 
Cone-GFP-Mausmutante, E: komplette Retina einer einjährigen Cone-GFP-Mausmutante, mit stark 
reduzierter Fluoreszenz, F: Vergrößerung aus Abb. E des durch den Pfeil markierten Bereichs der 







4.1.4 ERG-Untersuchung der Cone-GFP-Mausmutante 
Die transgene Cone-GFP-Mauslinie war zur Einkreuzung in Mauslinien mit ZPR-
Gendefekten vorgesehen. Bevor die Herstellung von Doppelmutanten mit dieser Linie be-
ginnen konnte, sollte überprüft werden, ob die Expression des GFP-Transgens allein funkti-
onelle und/oder morphologische Retinadefekte verursachen kann. Deshalb wurden je vier 
Tiere im Alter von zwei und acht Monaten mittels ERG und SLO in der Arbeitsgruppe von 
Prof. Dr. M. Seeliger, Universitäts-Augenklinik Tübingen untersucht.  
Die Funktionsuntersuchung der Retina mittels ERG nach JAISSLE et al. (2001) beruht 
darauf, nach Stimulierung der Netzhaut mit einem Lichtreiz (Blitz) die Potentialveränderun-
gen, die typischerweise in erregten Nervenzellen (v.a. Photorezeptoren, Bipolarzellen und 
Amakrinzellen) entstehen, zu messen. Dabei wurden dunkeladaptierte (skotopisch) ERGs zur 
Untersuchung des Stäbchensystems und helladaptierte (photopisch) ERGs zur Analyse des 
Zapfensystems an Tieren unterschiedlichen Alters gemessen. 
 
Abb. 17 : ERG-Daten von zwei und acht Monate alten transgenen Cone-GFP-Mäusen. A: 
Ableitungen der zwei Monate alten Cone-GFP-Maus; B: Ableitungen der acht Monate alten Maus; 
„skotopisch“ dunkeladaptierte Antworten; „photopisch“ helladapierte Antworten. C: Schaubild der 
skotopisch und photopischen Photorezeptor-Antworten (B-Wellen Amplitude) bei ansteigender 
Reizintensität der zwei Monate alten Maus D: Schaubild der skotopisch und photopischen Photore-
zeptor-Antworten (B-Wellen Amplitude) bei ansteigender Reizintensität der acht Monate alten Maus. 
Daten freundlicherweise von Prof. Dr. Seeliger überlassen.  
 
Bei den ERG-Untersuchungen der zwei und acht Monate alten Cone-GFP-Mäusen wurde bei 
den acht Monate alte Tieren eine deutliche Verminderung der ZPR-vermittelten, photopischen 
Antworten festgestellt (C und D der Abb. 17). Unter photopischen Bedingungen ist eine 
verminderte B-Wellen-Amplitude bei gleicher Lichtreizstärke hierfür charakteristisch. Bereits 
bei den 2 Monate alten Tieren konnte eine reduzierte, photopische Antwort beobachtet 
werden (Abb 17A). Die Ergebnisse waren bei allen untersuchten Mäusen innerhalb einer 




4.1.5 SLO-Untersuchung der Cone-GFP-Mausmutante 
Bei der Scanning-Laser Ophthalmoskopie (SLO) können durch Abtastung mittels konfokalen 
Lasern unterschiedlicher Wellenlängen die verschiedenen Schichten des Augenhintergrundes 
in vivo dargestellt werden (SEELIGER et al. 2005).  
 
 
Abb. 18 : Bilder des Augenhintergrundes von transgenen Cone-GFP-Mäusen im Alter von zwei 
(A) und acht Monaten (B) mittels SLO. Darstellungen verschiedener Ausschnitte (10° und 20° 
Winkel) des Augenhintergrunds von 2 und 8 Monate alten Tieren mittels Laserabtastungen verschie-
dener Wellenlängen. Die Fundus-Aufnahmen werden mit dem Infrarot-Laser (830 nm) aufgenommen, 
die Nervenfaserschicht mit 514 nm und die GFP-Autofluoreszenz wird bei 488 nm sichtbar gemacht. 
A: Fundus und Nervenfasern stellen sich in der zwei Monate alten Maus normal dar. In der 
Autoflureszenz-Aufnahme sind die angeregten GFP-exprimierenden Zapfen sichtbar. B: auch in der 
acht Monate alten, transgenen Mausmutante sich Fundus und Nervenfasern unauffällig, allerdings 
zeigt die GFP-Autofluoreszenz eine deutliche Verminderung an GFP-exprimierenden ZPR. Daten 




Bei der SLO-Untersuchung wurde festgestellt, dass die in der Autofluoreszenz-Aufnahme 
darstellbaren ZPR bei den acht Monate alten Tieren gegenüber den zwei Monate alten in ihrer 
Zahl deutlich vermindert sind (Abb. 18). Demgegenüber waren keinerlei Veränderungen im 
Augenhintergrund und in der Nervenfaserschicht ersichtlich.  
Darüber hinaus wurde das Gefäßsystem der Netzhaut, der darunter liegenden Aderhaut und 
die Vaskularisierung am Sehnervenkopf mit Hilfe angiographischer Methoden analysiert.  
 
Abb. 19 : Darstellung der Netzhautgefäße eines zwei Monate alten transgenen Cone-GFP-Tieres 
mittels Fluoreszenzangiographie. Darstellungen verschiedener Ausschnitte (10° und 20° Winkel). 
Nach der Applikation von ICG (Indianozyaningrün) werden die Gefäße der Chorioidea deutlich 
sichtbar. Dabei waren keine besonderen Veränderungen auffällig. Nach Injektion von Fluoreszein 
können die retinalen Gefäße dargestellt werden. Auch hier konnten keine Veränderung beobachtet 
werden. Daten freundlicherweise von Prof. Dr. Seeliger überlassen. 
 
Das Gefäßsystem der Netzhaut wurde sowohl in der zwei, als auch in der acht Monate alten 
Mausmutante als unauffällig beurteilt. Es konnten keine porösen oder degenerierten Blutge-
fäße beobachtet werden (Abb. 19). 
Basierend von den bildgebenden und elektrophysiologsichen Untersuchungen konnte somit 
bei der GFP exprimierenden Mauslinie eine Zapfendegeneration festgestellt werden, die sich 
vor dem 8. Monat manifestiert. Aufgrund dieser Ergebnisse ist es ratsam, bei der Einkreuzung 






Die Versuchstiere wurden bei der Firma Ingenium Pharmaceuticals AG, Martinsried, bezo-
gen. Sie entstammt einer Bank von durch eine ENU (N-Ethyl-N-Nitrosourea)-induzierte 
Mutagenese veränderten Mauslinie C3HeB/FeJ (C3H). Es verursacht zufällige Punktmutati-
onen im Genom (RUSS et al. 2002). Bei der Mausmutante liegt ein Basenaustausch im Exon 
10 des Slc24a2-Gens vor (c.1722g>t). Dieser Basenaustausch generiert ein Stop-Codon, 
wodurch ein verkürztes Protein von 574 Aminosäuren (AS) (p.G575X) anstatt 666 AS ent-
steht.  
4.2.1 Nachweis der Mutation im Slc24a2-Gen und Entwicklung von 
Genotypisierungs-Assays 
Zur Kontrolle der Punktmutation wurde das Exon 10 des Slc24a2-Gens (3.2.2.8.2; 3.3.3.1.2) 
in homozygoten Slc24a2ENU-Mausmutanten und Kontrolltieren sequenziert. Hierbei konnte 





Abb. 20 : Ausschnitt der Sequenzierung von Exon 10 des Slc24a2-Gens. Homozygote Slc24a2ENU-
Maus (oben) und Kontrolltier (unten); Die gestrichelten Linien zeigen die Mutation an. 
4.2.1.1 Genotypisierung auf Pde6brd1 
Die Slc24a2ENU-Mausmutante wurde auf dem C3H-Stammhintergrund entwickelt. Der 
C3HeB/FeJ-Stamm ist Träger eines Gendefektes, welcher den rd1 Phänotyp, eine bekannte 
autosomal rezessiv vererbte Netzhaut-Degeneration verursacht. Der Gendefekt beruht auf 
einer genomischen, 8,5 kbp großen retroviralen Insertion in das Gen der β-Untereinheit der 
Stäbchen-Phosphodiesterase (pde6b) (Abb. 21A). Der Gendefekt resultiert in einem kom-
pletten Ausfall des Proteins. Der retinale Phänotyp dieser Tiere ist gravierend. Bereits in der 
dritten postnatalen Lebenswoche degeneriert die komplette Struktur der Netzhaut und im 
ERG (Elektroretinogramm) ist keine Antwort mehr zu detektieren (BOWES et al. 1993). 
Um die rd1-Mutation zu eliminieren, wurde die Slc24a2ENU-Mausmutante mit Mäusen der 
Linie C57BL/6 gekreuzt. Durch die Etablierung einer Multiplex-PCR verändert nach 
GIMENEZ und MONTOLIU (2001) konnten das rd1- und das Wildtyp-Allel aufgrund der 
unterschiedlichen Größen der PCR-Fragmente (rd1: 550 bp; Wildtyp: 400 bp (Abb. 21B) 






Abb. 21 : Lage und PCR-basierter Nachweis der Pde6brd1-Mutation. A: Schema mit retroviraler 
Insertion im ersten Intron des Pde6b-Gens (adaptiert an BOWES et al. 1993); Pfeile bezeichnen die 
Lage der Primer der PCR B: Gelbild einer PCR-Analyse zur Genotypisierung des Pde6b-Gens. S: 
KEB-Standard, 1,2: Pde6brd/Pde6b+; 3: Pde6brd/Pde6brd;4,5: Pde6b+/Pde6b+. 
4.2.1.2 Genotypisierung der Slc24a2ENU–Mausmutante mittels RFLP 
Für die Slc24a2ENU-Mausmutante wurde das Ziel der Generierung eines kongenen Inzucht-
stammes mit dieser Mutation verfolgt. Bei einem kongenen Inzuchtstamm wird der stamm-
fremde Locus (Slc24a2-Mutation) durch Rückkreuzungen über 10 Generationen in einen 
Ausgangsstamm – hier C57BL/6 – eingeführt. Der Ausgangsstamm (C57BL/6) und der 
kongene Stamm sind dann >99,9% genetisch identisch. Die Generierung der Slc24a2ENU-
Inzuchlinien erfolgte durch die festgesetzte Weiterverpaarung heterozygoter Tiere mit rein-
erbigen C57BL/6-Tieren. Dabei war es erforderlich, den Genotyp der Tiere hinsichtlich der 
Mutation im Slc24a2-Gen zu bestimmen. Dafür wurde zunächst mittels PCR ein 125 bp 
großes Fragment aus dem Exon 10 amplifiziert (3.2.2.8.2; 3.3.3.1.2). Bei der Amplifizierung 
wurde ein Mismatch-Primer verwendet, um eine Restriktionsschnittstelle zu generieren, mit 
welcher zwischen mutiertem und Wildtyp-Allel unterschieden werden kann (Abb. 22). 
 
Abb. 22 : Schematische Darstellung eines Ausschnittes der Slc24a2ENU- Genotypisierung; anhand 






Die intakte Schnittstelle entsteht nur bei der Amplifikation des Wildtyp-Allels. Durch den 
Verdau entsteht dabei ein um ca. 20 bp verkürztes Fragment (Abb. 23). 
Der Restriktionsverdau erfolgte mit dem Enzym BstF5I. 
 
Abb. 23 : RFLP-Analyse der Mutation im Slc24a2-Gen; A: Schematische Darstellung des zu 
erwartenden Bandenmusters in Abhängigkeit des Genotyps; B: Gelbild einer Analyse, M: Längen-
standard, 1: Slc24a2ENU/ENU (-/-), 2: Slc24a2ENU/+, 3 und 4: Slc24a2+/+, 5: Leerwert der PCR, 6: Leer-
wert des Verdaus 
4.2.2 Untersuchung auf cDNA-Ebene der Mausstämme Slc24a2ENU und 
C57BL/6 
Zum Ausschluss möglicher weiterer Mutationen im Slc24a2-Gen wurde die cDNA in der 
Slc24a2ENU-Mausmutante und C57BL/6 mittels überlappender PCR-Fragmente amplifiziert 
und sequenziert (3.2.2.8.2; 3.3.3.1.2). Dabei wurden keine zusätzlichen Sequenzunterschiede 
festgestellt.  
4.2.3 RT-PCR Analyse der NCKX-Familie in den ZPR 
Um festzustellen, ob der NCKX2 tatsächlich als einziger Vertreter der (NCKX)-Membran-
austauscherfamilie in den ZPR exprimiert wird, wurde das Vorkommen von Transkripten der 
unterschiedlichen Kalium-abhängigen Austauscher in den ZPR auf RNA-Ebene überprüft. 
Dazu wurden ZPR aus der transgenen Cone-GFP-Mausmutante nach Gewebeverdau und 
FACS-Trennung als angereicherte Population gewonnen, mRNA extrahiert und eine RT-PCR 
durchgeführt (4.1.2). 
4.2.3.1 Slc24a2-Kontrolle in der ZPR-cDNA 
Um das Vorkommen des Slc24a2-Gens in den ZPR zu überprüfen, wurde mittels PCR ein 
cDNA-Abschnitt von Exon 7 bis Exon 10 amplifiziert (3.2.2.8.2; 3.3.3.1.2). In allen unter-
suchten cDNA Proben (GFP- FACS angereicherte ZFR, FACS getrennte retinale Zellen ohne 
ZPR, Gesamt-Retina einer C57BL/6, Gesamt-Retina einer Slc24a2ENU-Mausmutante) war 
dieser Abschnitt (Exon 7-10, 389 bp) des Slc24a2-Gens amplifizierbar (Abb. 24). Zusätzlich 
zur korrekten 389 bp großen Bande wurde im Gelbild noch eine zusätzliche Bande sichtbar. 
Diese konnte nach der Gelaufreinigung und Re-Amplifikation sequenziert werden; sie stellte 





Abb. 24 : Agarosegelbild der Slc24a2-cDNA-Amplifikation; M: KEB-Längenstandard; 1: frei; 2: 
GFP-positive ZPR; 3: GFP-negative, retinale Zellen; 4: Retina C57BL/6; 5: Retina der Slc24a2ENU-
Mausmutante; 6: Leerwert der RT-PCR; 7: Leerwert der PCR; Pfeil kennzeichnet die Bande der 
Größe 389 bp 
4.2.3.2 Slc24a1-Kontrolle in der ZPR-cDNA 
Das Slc24a1-Gen kodiert für das erste Mitglied dieser Membranaustauscherfamilie. Die 
Expression des Slc24a1-Gens wurde im Auge bisher ausschließlich in den SPR beschrieben 
(KANG und SCHNETKAMP 2003). Im Rahmen dieser Untersuchungen konnten mittels RT-
PCR (3.2.2.8.1; 3.3.3.1.2) auch Transkripte des NCKX1-Austauschers in der angereicherten 
ZPR-Fraktion nachgewiesen werden. Zudem wurde in allen weiteren untersuchten cDNA-
Proben (GFP-negative retinale Zellen exklusiv der ZPR, Retina einer C57BL/6, Retina eines 
Slc24a2ENU-Mausmodells) das PCR-Produkt (370 bp) amplifiziert (Abb. 25). Angesichts der 
zuvor beschriebenen möglichen Verunreinigung der isolierten Zapfenpopulation ist die 
Expression im Zapfen nicht eindeutig nachgewiesen.  
 
Abb. 25 : Agarosegelbild der Slc24a1-cDNA-Amplifikation; M: KEB-Längenstandard; 1: GFP-
positive ZPR; 2: GFP-negative retinale Zellen exklusiv ZPR; 3:Retina der C57BL/6; 4: Retina der 
Slc24a2ENU-Mausmutante, 5: Leerwert der PCR 
4.2.3.3 Slc24a3-Kontrolle in der ZPR-cDNA 
Das Slc24a3-Gen kodiert für das dritte Mitglied dieser Membranaustauscherfamilie. Seine 
Expession wurde bisher im Auge noch nicht beschrieben (SCHNETKAMP 2004). Es konnte 
mit den verwendeten Primern (3.2.2.8.1; 3.3.3.1.2) auch unter optimierten Bedingungen kein 
PCR-Produkt amplifiziert werden, weder in ZPR noch in der C57BL/6 gesamt Retina-cDNA 




4.2.3.4 Slc24a4-Kontrolle in der ZPR-cDNA 
Die Expression des Slc24a4-Gens wurde bisher (SCHNETKAMP 2004) in den Geweben von 
Gehirn, Aorta, Lunge und Thymus beschrieben. In den Datenbanken wird das Auge allerdings 
als Expressionsgewebe gelistet (3.3.5). Zum Nachweis in dieser Arbeit wurde ein 779 bp 
großer cDNA-Abschnitt von Exon 2-11 amplifiziert (3.2.2.8.1; 3.3.3.1.2). In allen 
untersuchten cDNA-Proben (Retina einer C57BL/6, Retina einer Slc24a2ENU-Mausmutante, 
GFP-positive ZFR, GFP-negative retinale Zellen exklusiv der ZPR) konnte dieser Abschnitt 
(Exon 2-11) des Slc24a4-Gens amplifiziert werden (Abb. 26). 
 
Abb. 26 : Agarosegelbild der Slc24a4-cDNA-Amplifikation; M: KEB-Längenstandard; 1: 
retinale cDNA von C57BL/6; 2: retinale cDNA der Slc24a2ENU -Mausmutante; 3:GFP-positive FACS-
angereicherte ZPR; 4: retinale Zellen außer ZPR; 5: Leerwert der PCR 
4.2.3.5 Analyse von Slc24a2-Spleißvarianten im Mausauge 
Die Fragestellung dieser Untersuchung war, ob im Mausauge gewebespezifische Spleißvari-
anten des Slc24a2-Gens vorkommen. Dazu wurde mRNA aus dem gesamten Auge, und 
mRNA aus ZPR (4.1.2) verwendet und ein cDNA-Abschnitt von Exon 2 bis Exon 7 amplifi-
ziert (3.2.2.8.2; 3.3.3.1.2). Die RT-PCR-Produkte wurden kloniert (3.3.3.5) und die Sequenz 
einzelner Klone ermittelt. In der mRNA des Gesamt-Mausauges konnten, wie in Abbildung 
27 dargestellt, 4 verschiedene Spleißvarianten nachgewiesen werden: 1. mit der 
Referenzsequenz übereinstimmende cDNA-Variante (EGB 2010a); 2. cDNA-Variante bei der 
das Exon 3 (39 bp) fehlt; 3. cDNA-Variante bei der Exon 5 (59 bp) fehlt und 4. cDNA-
Variante mit fehlendem Exon 5 (59 bp) und einer Insertion eines 54 bp großen neuen, 
alternativen Exons zwischen Exon 3 und 4. 
In der cDNA der ZPR konnte nur eine Spleißvariante detektiert werden. Es handelt sich dabei 
um die in der gesamt Retina cDNA bereits detektierte Spleißvariante 3, bei der Exon 5 (51 bp) 





Abb. 27 : Spleißvarianten des Slc24a2-Gens (Referenzsequenz: EGB 2010a) in der RNA aus 
Gesamt-Mausauge.  
4.2.4 Western Blot des Nckx2-Proteins 
Mittels Western Blot sollte untersucht werden, welche Auswirkung die Punktmutation im 
Slc24a2-Gen auf Proteinebene hat. Dabei kann untersucht werden, inwiefern die genomische 
Punktmutation z.B. eine Verkürzung des Proteins oder die komplette Abwesenheit des Pro-
teins infolge Degradierung bedingt. Die relative Molekülmasse für das intakte Protein liegt 
bei 74 kDa. 
Im Western Blot wurden verschiedene Gewebe (Auge, Retina, Kleinhirn, Gehirn) und ver-
schiedene Antikörper bei unterschiedlichen SDS-Gel-Konzentrationen getestet. Bei allen 
Untersuchungen wurden im Western Blot 20 µg Protein verwendet. 
Bei den Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass die verwendeten Antikörper der 
Firmen SIGMA® und Alpha Diagnostics® (3.2.5.1) bei verschiedenen Verdünnungsstufen und 
in allen verwendeten Geweben und Aufreinigungsanwendungen unspezifisch reagierten und 
keine spezifischen Banden sichtbar waren (Daten nicht gezeigt).  
Anders stellte sich das Bandenmuster mit dem Antikörper von Prof. Lytton (Department of 
Biochemistry and Molecular Biology and Department of Physiology and Biophysics, 
University of Calgary, Canada) dar (3.2.4.1) (Abb. 28). Hier wurde in der P3-Fraktion (siehe 
3.3.4.2.2) von Gehirn und Retina eine einzelne Bande mit einer Größe von ca. 60 kDa de-
tektiert. Das Protein war sowohl in den Slc24a2ENU-Mausmutanten, als auch in C57BL/6 
Tieren vorhanden und es konnte kein Größenunterschied detektiert werden. Zudem konnte in 
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Abb. 28 : Western Blot mit dem anti-Slc24a2-Antikörper von Prof. Dr. Lytton; 12,5% SDS-Gel; 
in jeder Spur wurden 20 µg Protein aufgetragen; 1: Slc24a2ENU-Mausmutanten, Linse, Pellet 3; 2: 
Slc24a2ENU-Mausmutanten, Retina, Pellet 3; 3: Slc24a2ENU-Mausmutanten,Gehirn Pellet 3; 4: 
Größenstandard in kDa 5: C57BL/6, Linse Pellet 3; 6: C57BL/6, Retina Pellet 3; 7: C57BL/6, Gehirn 
Pellet3 
4.2.5 Histologie und Immunhistologie der Slc24a2ENU-Mausmutante 
Bei der immunhistologischen Untersuchung wurden Retina-Schnitte der Slc24a2ENU-Maus-
mutante in verschiedenen Altersstadien verglichen. Diese Untersuchungen fanden in Koope-
ration mit Sylvia Bolz, Universitäts-Augenklinik Tübingen, statt. Die Alterszeitpunkte der 
Tiere wurden wie folgt gewählt: ein Monat, drei Monate und zehn Monate. Dabei wurden 
sowohl homozygot mutante Tiere als auch gleichaltrige Wildtyp-Kontrolltiere zur Untersu-
chung herangezogen. In der histologischen Untersuchung wurden zuerst mittels Lectin-
Markierung die ZPR spezifisch angefärbt (Abb. 29). 





Abb. 29 : Retinae mit Lectin-DAPI-Färbung; A: Retina einer C57BL/6-Maus 3 Monate alt, B: 
Retina einer Slc24a2ENU-Mausmutante 3 Monate alt, C: Retina einer Slc24a2ENU-Mausmutante 9 
Monate alt, . GCL: Ganglion cell layer; IPL: inner plexiform layer; INL: inner nuclear layer; OPL: 
outer plexiform layer; ONL: outer nuclear layer; IS: inner segments of photoreceptors; OS: outer 
segments of photoreceptors; RPE: retinal pigment epithelium. Lectinfärbung in grün; DAPI-Färbung 
in blau 
 
In weiteren Experimenten wurden SPR spezifische Antikörper (Rhodopsin-Antikörper), S- 
und M- Zapfen spezifische Antikörper (JH455 und JH492), sowie spezifische Antikörper für 
Bipolarzellen eingesetzt (PKC Antikörper) (Daten nicht gezeigt). In allen Experimenten war 
die Anzahl der ZPR und SPR vermindert. 
Des Weiteren wurden alle drei im Westernblot verwendeten Antikörper gegen NCKX2 für 
immunhistologische Färbungen an Retinaschnitten getestet (Daten nicht gezeigt). Die Im-
munhistologie bestätigte dabei die Ergebnisse des Western Blots, denn auch hier konnte nur 
mit dem Antikörper von Herrn Prof. Dr. Lytton eine Markierung in den Außensegmenten der 
ZPR festgestellt werden. Sowohl zehn Monate alte Wildtyp-Mäuse als auch Slc24a2ENU-
Mäuse waren mit diesem Antikörper positiv. Neben den ZPR färbte der Antikörper ebenfalls 







4.2.6 ERG-Untersuchung der Slc24a2ENU-Mausmutante 
Um die Funktion der ZPR in vivo zu analysieren, wurden Slc24a2ENU-Mäuse im Alter von 
einem Monat und einem Jahr in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Seeliger, 
Universitäts-Augenklinik Tübingen, getestet.  
Durch die ERG-Untersuchung konnte festgestellt werden, dass sowohl bei den ein als auch 12 
Monate alten Slc24a2ENU-Mäusen die Photorezeptor-Antwort im Vergleich zu den 
gleichaltrigen C57BL/6-Kontrolltieren normal waren (Abb. 30). 
 
 
Abb. 30 : Ergebnisse der ERG-Untersuchung. Dargestellt sind die skotopischen (d.h. im dun-
keladaptierten Zustand) und die photopischen (d.h. im helladaptierten Zustand) erhaltenen 
ERG-Ableitungen einer 12 Monate alten Slc24a2ENU-Mausmutante (B) und einem gleichalten 
Kontrolltier (A). C: Schaubild der skotopischen und photopischen Photorezeptor-Antworten (B-
Wellen Amplitude) in Abhängigkeit der Reizintensität der Slc24a2ENU-Mausmutante (in rot) gegen-








4.2.7 SLO-Untersuchung der Slc24a2ENU-Mausmutante 
Durch die SLO-Untersuchung konnte festgestellt werden, dass die Retinamorphologie (der 
Fundus und die Nerverfaserschicht) sowohl bei den drei Wochen und 12 Monate alten 
Slc24a2ENU Mäusen, im Vergleich mit gleichaltrigen C57BL/6-Kontrolltieren unauffällig war 
(Abb. 31). Jedoch wurde bei der AF-Darstellung bei allen untersuchten drei Wochen alten 
Slc24a2ENU-Mausmutanten nicht-zurückgebildete Glaskörpergefäße (Arteria hyaloidea 
persistens) beobachtet (Abb. 31A). Bei der 12 Monate alten Slc24a2ENU-Mausmutante zeigten 
sich hier reflektierende Punkte, die durch den Glaskörper zum Sehnervenkopf hinziehen. Es 
handelt sich hierbei wahrscheinlich um obliterierte Glaskörpergefäße (Abb. 31B) 
 
 
Abb. 31 : Analyse des Augenhintergrundes von drei Wochen (A1 und A2) und 12 Monate (B) 
alten Slc24a2ENU-Mausmutanten mittels SLO. Darstellungen verschieden großer Ausschnitte (10° 
und 20° Winkel) des Augenhintergrundes mittels Laserabtastungen verschiedener Wellenlängen. A1: 
Darstellung des Augenhintergrundes einer drei Wochen alten Slc24a2ENU-Maus. Auffällig ist der 
schlechte Einblick bedingt durch die nicht rückgebildeten Glaskörpergefäße. Der Fundus und die 
Nerverfaserschicht erscheinen unverändert. A2: Nach der Applikation von Fluoreszein werden sowohl 
die retinalen Gefäße als auch die Glaskörpergefäße deutlich sichtbar. B: Darstellung des 
Augenhintergrundes einer 12 Monate alten Slc24a2ENU-Maus. In der Autofluoreszenz zeigen sich 
reflektierende Punkte, die durch den Glaskörper zum Sehnervenkopf hinziehen. Daten freundlicher-




4.2.8 Trα-/- x Slc24a2ENU-Mausmutante 
Die Trα-Mutation wurde in die Slc24a2ENU-Linie eingekreuzt, um mögliche subtile Verände-
rungen der retinalen Funktion, die durch die Mutation verursacht werden, durch funktionelle 
Untersuchungen detektieren zu können. In der Doppelmutante kann die ZPR-Funktion nahezu 
isoliert im ERG abgeleitet werden, da die Funktion der SPR durch die Mutation in der α-
Untereinheit des Stäbchen-Transducin (Gnat1) vollständig inaktiviert wird. Der Vorteil dieser 
Mutation ist, dass, im Gegensatz zu anderen Mausmutanten die ebenfalls einen kompletten 
Ausfall der Stäbchenantwort im ERG zeigen, bei der Trα-Mutation die Retina nicht 
degeneriert (CALVERT et al. 2000). 
4.2.8.1 Züchtung und Genotypisierung der Tiere 
Die Trα-Maus stammt aus dem Labor von Janis Lem, Tufts-New England Medical Center, 
Boston, Maine, USA. Bei der Trα-knock-out-Mutation wurde in das Gen für die α-Unterein-
heit des Stäbchen-Transducin (Gnat1) eine Neomycin-Kassette eingesetzt. Die Insertion 
bewirkt einen vollständigen Ausfall des Proteins. Funktionell zeigt die Trα-/--Mausmutante 
einen Verlust der Stäbchenantwort im ERG (CALVERT et al. 2000). 
Die Genotypisierungsstrategie basierte auf dem Nachweis der PGK-Neo-Insertion bzw. des 
Wildtyp-Allels (3.2.2.8.4; 3.3.3.1.5; Abb. 32A). 
 
Abb. 32 : A: Schemazeichnung der Genotypisierung der Trα-/--knock-out-Mutante. Genomisches 
Schema des Gnat1-Gens des Wildtyp- und knock-out-Allels. Pfeile symbolisieren die Lage der in der 
PCR verwendeten Primer, (verändert nach Schaubild aus CALVERT et al. 2000). B: 
Gelelektrophorese der Genotypisierungs-PCR; S: KEB- Längenstandard, 1: homozygote Trα-/--
knock-out-Mutante, 2: heterozygote Trα+/--knock-out-Mutante, 3,4: Wildtyp (+/+), 5: Leerwert 
 
Im Falle der inserierten PGK-Neo-Kassette (knock-out-Allel) hat das PCR-Produkt eine 
Länge von 273 bp, beim Wildtyp-Allel hat das PCR-Produkt eine Größe von 387 bp (Abb. 









4.2.8.2 ERG-Untersuchung der Trα-/- x Slc24a2ENU-Mausmutante 
Die aus der Züchtung resultierende Doppelmutante wurde im Vergleich zu Trα-/--Tieren in 
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Seeliger, Universitäts-Augenklinik 
Tübingen, mittels ERG untersucht. Bei ein und zwei Monate alten Doppelmutanten konnten 
im Vergleich zu der Trα-/--Mausmutante keine Veränderungen in den ERG-Antworten fest-
gestellt werden (SPR-Antwort negativ, ZPR normal, Daten nicht gezeigt). 
4.2.8.3 SLO-Untersuchung der Trα-/- x Slc24a2ENU - Mausmutante 
Bei den SLO-Untersuchungen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Seeliger, Universitäts-
Augenklinik Tübingen, fielen in der Autofluoreszenz-Untersuchung stark fluoreszierende 
Punkte auf (Abb. 33). Diese fluoreszierende Punkte (nachfolgend als „AF-dots“-Phänotyp 
bezeichnet) waren bei den Kontrolltieren nicht zu beobachten und wurden deshalb weiter 
untersucht. 
 
Abb. 33 : SLO - Untersuchungsergebnisse einer zwei Monate alten Trα-/- x Slc24a2ENU- Dop-
pelmutante. Darstellungen verschiedener Ausschnitte (10° und 20° Winkel) des Augenhintergrundes. 
Die Fundus- und Nervenfaseraufnahmen sind unauffällig. In der Autofluoreszenz zeigt sich allerdings 
ein regelmäßiges Punktemuster. Daten freundlicherweise von Prof. Dr. Seeliger überlassen. 
4.2.8.4 Zuchtschema der Trα-/- x Slc24a2ENU - Doppelmutante 
Durch die gezielte Weiterzucht der Eltern- und Geschwistertiere von Mäusen mit dem „AF-
dots“-Phänotyp wurde der Vererbungsmodus der pathologischen Veränderung untersucht. 
Anhand des Verkreuzungschemas und des Stammbaumes läßt sich eine autosomal rezessive 
Vererbung vermuten (Abb. 34). Der in der Abbildung 34 dargestellte Stammbaum soll de-
monstrieren, dass die untersuchten Tiere einen gemischten Stammhintergrund der C57Bl/6-, 






Abb. 34 : Zuchtschema und Herkunft der Trα-/- x Slc24a2ENU-Doppelmutantemutante. Die 
farbliche Kennzeichnung ist in dem Kästchen unter symbol definition erklärt. Weibliche Tiere sind 
durch einen Kreis, männliche durch ein Quadrat gekennzeichnet. Der schwarze Pfeil zeigt im SLO 
untersuchte Tiere an. 
 
Wie aus dem Stammbaum ersichtlich, zeigte nur ein Teil der Trα-/- x Slc24a2ENU - Doppel-
mutanten den „AF-dots“-Phänotyp. Dies lässt auf ein von diesen Genen unabhängiges 
Merkmal schließen. 
4.2.8.5 Genomische Untersuchungen der Trα-/- x Slc24a2ENU - Doppelmutante 
In der Fachliteratur sind in zwei Fällen Mäuse beschrieben, die ähnliche Fundusveränderun-
gen wie beim „AF-dots“-Phänotyp in der Trα-/- x Slc24a2ENU-Zuchtlinie aufweisen 
(KAMEYA et al. 2002) (PANG et al. 2005). 
Bei KAMEYA et al. (2002) wurden die autofluoreszierenden Punkte einer dem Stammhin-
tergrund C3H eigenen Mutation im mfrp Gen (membrane-type frizzled-related protein) 
zugeschrieben (rd6). Die Veröffentlichung von PANG et al. (2005) beschreibt eine autosomal 
rezessive Erkrankung, mit dem Namen rd12. Als Ursache der Erkrankung nennen die Autoren 
eine Nonsense-Mutation in Exon 3 des rpe65 Gens. Bei der DNA-Untersuchung mittels PCR 
(3.2.2.8.4; 3.3.3.1.2) und Sequenzierung von phänotypisch auffälligen Trα-/- x Slc24a2ENU-







4.2.9 Cone-GFP x Slc24a2ENU-Doppelmutante 
In die Slc24a2ENU-Mausmutante wurde die transgene Linie der Cone-GFP-Maus eingekreuzt. 
In dieser Doppelmutante können die ZPR in vivo durch die resultierende Autofluoreszenz 
sichtbar gemacht werden. Die Genotypisierung der Tiere wurde gemäß den unter 4.1.1 und 
4.2.1.2 dargestellten Methoden durchgeführt. 
4.2.9.1 ERG und SLO - Untersuchung der Cone-GFP x Slc24a2ENU-Doppelmutante 
Die Cone-GFP x Slc24a2ENU- doppelmutanten Tiere und Cone-GFP-Mausmutanten als 
Kontrolle wurden mittels ERG und SLO im Alter von zwei Monaten in Kooperation mit der 
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Seeliger, Universitäts-Augenklinik Tübingen, untersucht. 
Weder im ERG, noch bei der SLO-Untersuchung ergaben sich signifikante Unterschiede 
zwischen der Doppelmutante und den Kontrollen (Daten nicht gezeigt). Bei weiteren Unter-
suchungen im Alter von einem Jahr stellte sich heraus, dass die doppelmutanten Tiere eine 
selektive Verminderung der ZPR-Antworten im ERG zeigten (Daten nicht gezeigt). Auch die 
Anzahl der ZPR in der SLO-Analyse (Abb. 35) war vermindert. Wie die Untersuchung der 
Cone-GFP-Mutanten als Kontrollen zeigte, ist dieser selektive ZPR Verlust jedoch auf die 
GFP Expression zurückzuführen (siehe Ergebnisse unter 4.1)  
Auffallend bei den Autofluoreszenz-Aufnahmen war eine Überlagerung von zwei verschie-
denen Autofluoreszenzen. Zum einen die der GFP-exprimierenden ZPR, zum anderen solche, 
wie die in der Trα -/- x Slc24a2ENU - Mausmutante (4.2.7.2.2) beobachteten „AF-dots“. 
 
Abb. 35 : Ergebnisse aus der SLO-Untersuchung einer einjährigen Cone-GFP x Slc24a2ENU -
Doppelmutante. Darstellungen verschiedener Ausschnitte (10° und 20° Winkel) des Augenhinter-
grundes mittels Laserabtastungen verschiedener Wellenlängen. Auffallend bei den Autofluoreszenz-
Aufnahmen ist eine Überlagerung von zwei verschiedenen Autofluoreszenzen. Daten freundlicher-






Dieses natürlich auftretende Mausmodell wurde durch ein phänotypisches Screening bezüg-
lich ERG-Defekten im Jackson Labor, Bar Harbor, Maine, USA entdeckt. Aufgrund der 
phänotypischen Charakterisierung erhielt dieses Mausmodell den Namen „cpfl1“, dabei steht 
dieses Akronym für „cone photoreceptor function loss 1“. Durch eine Kopplungsanalyse 
konnte der Genort für cpfl1 auf einen kurzen Abschnitt auf dem Mauschromosom 19 kartiert 
werden und eine Mutation im Pde6c-Gen als Ursache für dieses Merkmal bestimmt (CHANG 
et al. 2009). Bei der durchgeführten Untersuchung wurde auf cDNA-Ebene eine 116 bp große 
Insertion zwischen Exon 4 und Exon 5 des Pde6c-Gens festgestellt. Durch den Einbau dieses 
zusätzlichen, „kryptischen“ Exons kommt es zum vorzeitigen Abbruch der Translation (PTC) 
(p.E289PfsX8) und dadurch zu einem verkürzten Protein.  
4.3.1 Untersuchung des cpfl1-Mausmodells auf DNA-Ebene 
Da im Jackson Labor lediglich die Veränderung auf cDNA-Ebene bestimmt worden war, war 
es zu Beginn dieses Projektes das Ziel, die Herkunft der Insertion („kryptischen“ Exons) auf 
genomischer Ebene zu entschlüsseln. Der Ursprung der Insertionssequenz konnte mittels 
Datenbank-Recherche dem X-chromosomalen „Diaphanous“-Locus (NCBI 2010d) 
zugewiesen werden. 
Zur Abschätzung der Größe und der Lage der Intron-4-Sequenz des cpfl1-Mausmodells wurde 
eine Southern Blot Hybridisierung angewendet (3.3.3.6). Hierbei wurde genomische DNA 
von cplf1- und C57BL/6-Mäusen aus der Leber (3.3.2.1.2) isoliert und mit den Enzymen 
XbaI, BamHI und NcoI verdaut, gelelekrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran 
geblottet. Mit einer radioaktiv markierten Sonde (cDNA von Pde6c Exon 4-7, 3.3.3.6.2) 
wurden die entsprechende Banden auf dem Blot detektiert. Durch das Bandenmuster konnte 
die Größe der Insertion auf ca. 2 kb abgeschätzt, und die Lage der Insertion in der Mitte von 
Intron 4 ermittelt werden. Dies geschah einerseits anhand existierender oder ausgelöschter 
Schnittstellen, andererseits durch die Bandengröße der Mutanten gegenüber der wildtypischen 
Probe (Abb. 36).  
Mit dem Enzymen XbaI und BamHI wurde eine Vergrößerung von einem bzw. von zwei 
geschnittenen Fragmenten und mit dem Enzym NcoI eine zusätzliche Restriktionsschnittstelle 







Abb. 36 : (A) Southern Blot Hybridisierung. Die genomiche DNA des cpfl1-Modells und einer 
C57BL/6-Maus wurde mit den Enzymen NcoI, XbaI und BamHI verdaut und geblottet. Als Hybridi-
sierungssonde diente ein Pde6c-cDNA-Fragment (Exon 4-7). Als Längenstandard wurden ein λH- und 
λHE-Marker (λ-DNA verdaut mit HindIII und HindIII+EcoRI) verwendet. Beim NcoI-Verdau wurde 
eine zusätzliche Schnittstelle detektiert. Unter der Verwendung von XbaI ist bei dem cpfl1-
Mausmodell eine deutlich größere Bande zu erkennen als beim WT. Im BamHI-Verdau werden zwei 
vergrößerte Banden sichtbar. (B) Schematische Darstellung eines Ausschnitts des Pde6c-Gens bei 
C57Bl/6 (WT) und cpfl1-Maus und das erwartete Restriktionsmuster einer C57BL/6-DNA (WT) (aus 
CHANG et al. 2009). 
Um die Lage und genaue Größe der Insertionssequenz auf genomischer Ebene zu bestimmen 
wurde die Intron-4-Sequenz zur Untersuchung in vier überlappende PCR-Reaktionen einge-
teilt (Abb. 37). Hierfür wurden DNA-Proben der cpfl1-Maus im Vergleich zu C57BL/6-
Tieren untersucht. PCR 1 und PCR 2 lieferten jeweils ein PCR-Produkt, bei dem kein Grö-
ßenunterschied zwischen Kontroll-DNA und cpfl1-DNA erkennbar war (Daten nicht gezeigt). 
 
Abb. 37 : Schematische Darstellung der Lage der überlappenden PCR-Fragmente zur Analyse 
der Intron-4-Sequenz des Pde6c-Gens. PCR 3 wurde weiter unterteilt in PCR-Reaktion 3.2 und 3.1. 
und schließlich wurde die PCR-Reaktion 3.1 weiter in die insert-spezifischen Reaktionen cpfl1_A und 
cpfl1_B unterteilt. 
Die PCR 3 wurde mit einer weiteren Unterteilung in PCR 3.1 und 3.2 näher untersucht. Bei 
der PCR 3.2 gab es keinen Größenunterschied zwischen Kontroll-DNA und cpfl1-DNA. PCR 
3.1 ließ sich aus der DNA des cpfl1-Mausmodells nicht amplifizieren. Dafür wurde die PCR 




Long-Distance PCR eingesetzt. Bei den PCRs mit cpfl1_A und cpfl1_B konnte nur in dem 
cpfl1-Mausmodell ein Produkt amplifiziert werden. Die Sequenzen zeigten die 1522 bp 
umfassende mutationsspezifischen Insertion (siehe Abb. 38).  
 
Abb. 38 : Schematische Darstellung der genomischen Veränderungen im Intron 4 des Pde6c-
Gens beim cpfl1-Mausmodell. Die oberste der drei Sequenzen zeigt schematisch das Pde6c-Gen bei 
einer WT-C57BL/6-Maus. In der zweiten Sequenz sind die beiden Insertionen im Intron 4 des cpfl1-
Mausmodells rot markiert. In der unteren Sequenz werden diese genauer dargestellt: die Expansion 
des Hexanukleotids-Abschnitts im proximalen Abschnitt des Introns bedingt keine sichtbaren Verän-
derungen auf cDNA-Ebene; die zweite Insertion von 1522 bp beginnt mit einem T-Stretch (gelb) und 
wird gefolgt von der Insertion von Sequenzen des diaphanos-Locus (blau), die das „kryptische Exon“ 
(rot) der cDNA beinhaltet; anschließend folgt ein weiterer T-Stretch (gelb), das Line-1Element (grün) 
und abschließend eine Duplikation der Insertions-Stelle (orange). 
 
Bei der PCR 4 zeigte ein Verdau mit den Enzymen EcoRI, HindIII und XhoI einen Längen-
unterschied des PCR-Produktes zwischen dem cpfl1-Mausmodell und der C57BL/6-Maus. 
Bei der anschließenden Sequenzierung wurde eine 249 bp große Wiederholungssequenz (aus 
Hexanukleotiden – gtgtct-) als Ursache ermittelt (Siehe Abb. 38).  
Aus den Sequenzierungsergebnissen der oben genannten Fragmente ergibt sich folgende 
Struktur der Intron-4-Insertion im Pde6c-Gens (Abb. 38) der cpfl1-Maus: das bereits auf der 
cDNA-Ebene erkannte „kryptische Exon“ liegt eingebettet in einer Teilsequenz des 
diaphanos-Locus (X-chromosomal, (NCBI 2010d)). An beiden Enden dieses diaphanos-
Abschnitts befindet sich eine über mehrere 100bp lange Sequenz, welche nur aus Thymin-
Nukleinbasen besteht (T-Stretch). Am 3’-Ende (bezogen auf die Orientierung des Pde6c-
Gens) folgt dem T-Stretch ein verkürztes Line-1-Element. An das Line-1-Element schließt 
sich am 3’-Ende eine Insertions-Duplikationsssequenz von 16 bp an. Am 5’-Ende schließt 
sich an den T-Stretch die normale Intron 4 Sequenz an. In der 5’-Intronsequenz befindet sich 
zusätzlich eine in der PCR 4 als Längendifferenz detektierte Insertion von 296 bp eines 
Hexanukleotidmotifs. Die komplette Insertion umfasst somit 1522 bp (komplette genomische 




4.3.2 Genotypisierung des cpfl1-Mausmodells 
4.3.2.1 Erste Variante der Genotypisierung (mittels Satellitenmarker) 
Weil der C57BL/6-Stamm keine sichtbare Retinadegeneration entwickelt und die Funktion 
der Retina im Wesentlichen stabil ist, wird dieser Stamm in der Retinaforschung präferiert. 
Da der Stammhintergrund als bioskopische Variable einen nicht zu unterschätzenden Einfluß 
auf die Ausprägung von Merkmalen hat, sollte die cpfl1 Mutation aus dem gemischten 
BALB/c-Hintergrund (Jackson Labor) in einen C57BL/6-Hintergrund gekreuzt werden, um 
einen kongenen Inzuchtstamm zu erhalten. Das Jackson Labor benutzt zur Genotypisierung 
dieser Mauslinie ein Genotypisierungprotokoll, das auf zwei eng gekoppelten Mikro-Satel-
litenmarkern beruht (3.2.2.8.5; 3.3.3.1.2). Der Marker D19Mit19 liefert für die cpfl1-Mutante 
(BALB/c) ein Allel mit der Größe von 116 bp, und ein Allel der Größe von 142 bp beim 
C57BL/6-Stamm. Der Marker D19Mit65 liefert für die cpfl1-Mutante (BALB/c) ein Allel mit 
der Größe von 189 bp, und ein Allel der Größe von 179 bp beim C57BL/6-Stamm. 
 
Abb. 39 : Gelbilder der PCR-Analyse der Mutation im Pde6c-Gen. A: D19Mit19-PCR aufgetra-
gen in einem 5 %-Agarosegel; B: D19Mit65-PCR aufgetragen auf einem 5%-Agarosegel. In beiden 
Fällen wurden die gleichen DNA-Proben als Ausgangsmaterial verwendet, amplifiziert und aufgetra-
gen S: KEB-Längenstandard, 1, 2, 3: cpfl1/cpfl1, 4, 5, 6: heterozygot für beide Stammhintergründe, 7, 
8: C57BL/6 als Kontrolle, 9: BALB/c als Kontrolle, 10: Leerwert der PCR 
 
Bei der Auftrennung auf einem 5% Agarosegel waren die Genotypen für den Mikro-Satelli-
tenmarker D19Mit19 eindeutig (Abb. 39A), für den Mikro-Satellitenmarker D19Mit65 jedoch 
nicht eindeutig ablesbar, da der Größenunterschied der beiden Allele zu klein und somit nicht 
klar auftrennbar war (Abb. 39B). 
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde nach alternativen Genotypisierungsmethoden gesucht.  
4.3.2.2 Zweite Variante der Genotypisierung (mittels RFLP) 
Bei der Untersuchung des Pde6c-Gens auf cDNA-Ebene wurde im Vergleich zu den Paren-
talstämmen BALB/c und C57BL/6 im Exon 7 eine 1 bp Deletion nachgewiesen (siehe Tabelle 
3; c.1042delT). Dies war die einzige Veränderung, die ausschließlich beim cpfl1-Mausmodell 
vorlag. Um anhand dieser Mutation eine eindeutige Genotypisierung durchführen zu können, 
wurde ein RFLP-Genotypisierungsassay entwickelt (3.2.2.8.5; 3.3.3.2.1). 
In diesem Assay schneidet das Enzym BstF5I ein 246 bp großes PCR-Fragment nur, wenn die 
Deletion in Exon 7 vorhanden ist. Dies bedingt das folgende Bandenmuster im Gel: 




und 138 bp (Abb. 40 Spur 1-3). Bei heterozygoten Tieren sind sowohl die beiden durch 
Verdau entstandenen Banden als auch die unverdaute Bande (246 bp) vorhanden (Abb. 40 
Spur 4-6). Bei den Wildtyptieren kann das Enzym nicht schneiden und es wird nur das PCR-
Produkt mit der Länge von 246 bp sichtbar (Abb. 40 Spur 7 und 8).  
M   1    2   3  4    5   6   7   8   9  10 11 M
 
Abb. 40 : Gelbild einer PCR-RFLP-Analyse anhand der 1 bp Deletion im cpfl1-Allel. M: KEB-
Längenstandard, 1-3: cpfl1/cpfl1; 4-6: cpfl1/Pde6c; 7-8: Pde6c/Pde6c; 9: unverdaute Probe aus Spur 3. 
10: Leerwert der PCR; 11: Leerwert des Verdaus. Dabei ist das unverdaute PCR-Produkt bei 246 bp 
(spezifisch für das Wildtyp-Allel) zu sehen und die beiden Banden von 108 bp und 138 bp, die durch 
einen Verdau entstehen (spezifisch für das cpfl1-Allel). 
 
Wie in Abbildung 40 dargestellt, kann man eindeutig zwischen reinen Wildtyp-Tieren, sowie 
heterozygoten und homozygoten cpfl1-Tieren unterscheiden. 
4.3.2.3 Kongener Inzuchtstamm auf dem Hintergrund C57BL/6 
Mithilfe der unter 4.3.2.2 beschriebenen selbst entwickelten Genotypisierungsmethode konnte 
nun die cpfl1 Mutation in den C57BL/6 Stammhintergrund eingekreuzt werden. Bei einem 
kongenen Inzuchtstamm wird der stammfremde Locus (cpfl-Mutation) nach 10 Rück-
kreuzungen durch kontrollierte Inzucht in den Ausgangsstamm - hier C57BL/6 -eingeführt. 
Der Ausgangsstamm (C57BL/6) und der kongene Stamm unterscheiden sich nur noch in 
diesem Locus. 
4.3.3 Untersuchung des cpfl1-Mausmodells auf cDNA-Ebene 
4.3.3.1 Vergleichende cDNA-Untersuchung der Mausstämme BALB/c, cpfl1 und 
C57BL/6 
Aufgrund der ERG-Untersuchungen im Jackson Labor, bei denen der Parentalstamm BALB/c 
eine schlechte und die cpfl1-Mäuse gar keine Zapfenantwort lieferten (persönliche Mitteilung, 
Bo, CHANG, Tübingen, 2003), wurde das Pde6c-Gen auf mögliche weitere Mutationen hin 
untersucht. Diese Untersuchung erfolgte auf cDNA-Ebene und diente ebenfalls zum 
Nachweis des „kryptischen Exons“. Die Ausgangs-RNA wurde aus sechs Retinae des 
jeweiligen Stammes gewonnen und überlappende Pde6c-RT-PCR-Fragmente (3.2.2.8.5; 





Tabelle 3 : Ergebnisse der vergleichenden cDNA-Analyse des Pde6c-Gens. Aufgelistet sind die 
unterschiedlichen Maus-Linien, BALB/c, cpfl1 und C57BL/6 gegen die einzelnen Exone. Als Refe-
renzsequenz wurde ENSMUST00000025956 verwendet (EGB 2010b). „unverändert“ steht für die 
komplette Übereinstimmung mit der Referenzsequenz. Die Nomenklatur der Veränderungen erfolgte 
entsprechend den Vorschlägen der Human Genome Variation Society (www.hgvs.org/mutnomen) und 
(DEN DUNNEN und ANTONARAKIS 2000). 
Stamm: BALB/c cpfl1 C57BL/6 
Gen-
Abschnitt:     
UTR c.-2G>A c.-2G>A unverändert 






Exon 3 unverändert unverändert unverändert 








Insertion „kryptisches Exon“ 
(116 bp) 
- 
Exon 5 unverändert unverändert unverändert 
Exon 6 unverändert unverändert unverändert 
Exon 7 unverändert c.1042delT, p.L348CfsX15 unverändert 
Exon 8 unverändert unverändert unverändert 
Exon 9 unverändert unverändert unverändert 
Exon 10 unverändert unverändert unverändert 
Exon 11 unverändert unverändert unverändert 
Exon 12 unverändert unverändert unverändert 
Exon 13 unverändert unverändert unverändert 
Exon 14 unverändert unverändert unverändert 
Exon 15 unverändert unverändert unverändert 
Exon 16 unverändert unverändert unverändert 
Exon 17 unverändert unverändert unverändert 
Exon 18 unverändert unverändert unverändert 
Exon 19 unverändert unverändert unverändert 
Exon 20 unverändert unverändert unverändert 
Exon 21 unverändert unverändert unverändert 
Exon 22 unverändert unverändert unverändert 
 
Wie in Tabelle 3 gezeigt ist, liegen die von der Referenzsequenz (EGB 2010b) abweichenden 
cDNA-Sequenzen sowohl bei der BALB/c und der cpfl1-Maus, aber nicht bei der C57BL/6 
vor. Dabei ist ein 116 bp großes Fragment inseriert, welches ein zusätzliches Exon infolge der 
Insertion in Intron 4 des Pde6c-Gens darstellt. Diese Insertion fügt bei der Translation nach 
acht Codons ein Stop-Codon in das Leseraster des Gens ein und bedingt dadurch den Abbruch 
des Proteins (p.E289PfsX8). Vergleicht man die verkürzte Protein-Sequenz mit der Abbildung 





Die 1bp-Deletion in Exon 7 stellt eine Ausnahme dar, da sie nur in dem cpfl1-Mausmodell 
gefunden wurde (c.1942delT) (Abb. 41). Diese Deletion führt zu einer Verschiebung des 
Leserasters und zum vorzeitigen Abbruch der Translation 15 Aminosäuren nach der Lese-
rasterverschiebung (p.L348CfsX15). Diese Mutation bedingt ebenfalls einen frühzeitigen 
Proteinabbruch innerhalb der zweiten GAF-Domäne.  
Durch beide Mutationen fehlt dem Protein die gesamte katalytische Domäne und somit auch 
die enzymatische Funktion. Die Phosphodiesterase in den ZPR besteht im Gegensatz zu den 
SPR aus zwei identischen katalytischen Untereinheiten. Somit ist bei dem Verlust des Pde6c-
Genprodukts mit dem kompletten Ausfall der Phosphodiesterase zu rechnen. 
 
Abb. 41 : cDNA Sequenzen von Exon 7 des Pde6c-Gens mit der c.1042delT-Mutation in der 
cpfl1-Maus. Von oben nach unten sind die Sequenzen von C57BL/6, cpfl1/cpfl1, cpfl1/Pde6c und 
BALB/c gezeigt. Sowohl bei der C57BL/6- als auch bei der BALB/c-Probe ist die Sequenz vollständig 
und stimmt mit der Referenzsequenz überein. Die homozygote cpfl1/cpfl1 Sequenz zeigt den Verlust 
des Thymidins an der Nukleotidposition 1042. Bei der heterozygoten cpfl1/Pde6c Sequenz erscheint 
durch die zwei unterschiedlichen Allele eine Überlagerung der Sequenzen ab dieser Position. 
 
4.3.3.2 Untersuchung der Pde6c cDNA-Insertion 
Auch der Parentalstamm BALB/c zeigte in der cDNA die Insertion des „kryptischen Exons“ 
zwischen Exon 4 und 5 des Pde6c-Gens. Bei der vergleichenden RT-PCR-Analyse konnte bei 
der cpfl1-Mutante und BALB/c ein Anteil korrekt gespleißter Pde6c-Transkripte (ohne 
Insertion) nachgewiesen werden. Dieser Anteil war bei der BALB/c-Maus (Abb. 42A, ge-
strichelte Linie, Spur 1) deutlich höher als bei der cpfl1-Maus (Abb. 42A, unterbrochene 




1       2       3               41                  2          3
A B
 
Abb. 42 : RT-PCR zur Darstellung und semiquantitativen Bestimmung des Verhältnisses 
zwischen korrekt gespeißten und insertionsstragenden Pde6c-Transkripten der cpfl1- und 
BALB/c-Maus; A: Drei-Dimensionale Animation des Gelabschnittes in B, 1: BALB/c, 2:cpfl1/cpfl1, 
3: C57BL/6; gestrichelte Linie: normal gespleißte RNA der BALB/c, mit Punkten unterbrochene 
Linie: normal gespleißte RNA der cpfl1/cpfl1-Maus; B: Gelbild der RT-PCR-Amplifikation des 
cDNA-Abschittes von Exon 3 bis Exon 10 mit retinaler RNA von BALB/c (1), cpfl1/cpfl1 (2) und 
C57BL/6 (3). Obere Bande: cDNA mit Insertion untere Bande: korrekt gespleißte cDNA; 4: Längen-
standard. 
 
Mit Hilfe des Programmes E:A:S:Y Win32, (Herolab, Wiesloch) und eines Standard-Markers 
(1kb Ladder; MBI Fermentas, Vilnius) konnte das Volumen kalibriert und ein Verhältnis von 
korrekt gespleißter cDNA zu insertionstragender cDNA (+116 bp) errechnet werden (Tabelle 
4). Dem BALB/c-Stamm waren aufgrund der Berechnungen 41% korrekt gespleißter und 
59% der insertionstragenden cDNA zuzuordnen. Das führt zu einem relativen Verhältnis von 
2:3. Bei dem cpfl1-Mausmodell sind 29% der cDNA korrekt gespleißt und 71% mit Insertion. 
Das relative Verhältnis ist hier 2:5. Bei der untersuchten C57BL/6-cDNA wurde keine 
Insertion festgestellt.  
 
Tabelle 4 : Analyseangaben der Gelelektrophorese aus Abb. 42B. Spur 1: RNA von BALB/c; Spur 
2: RNA des cpfl1/cpfl1 -Mausmodells; Spur 3: RNA von C57BL/6.  








BALB/c 1. Exon 4-
Insertion- Exon5 
221 489 576/92881 163 59% 
2. Exon4-Exon5 247 383 295/47302 115 41% 
      
cpfl1 1. Exon4- 
Insertion- Exon5 
218 506 725/129417 203 71% 
2. Exon4-Exon5 245 391 231/15655 81 29% 
      






4.3.3.3 Untersuchung auf Nonsense-Mediated mRNA Decay (NMD) bei Pde6c-
Transkripten 
Die 116bp Insertion ist sowohl in der cpfl1-Maus als auch in ihrem Parentalstamm (BALB/c) 
vorhanden. Somit trägt die cpfl1-Maus als einzigen Unterschied zu ihrem Parentalstamm 
BALB/c die 1 bp Deletion im Exon 7. RT-PCR Untersuchungen der cpfl1-Maus zeigten, dass 
die 116pb Insertion nicht zu 100% gespleißt, sondern ein geringer Anteil von korrekt 
gespleißten, physiologischen Transkripten (ohne 116 bp Insertion) vorhanden ist (Abb. 43). 
Dies trifft auch für den Parentalstamm BALB/c zu. Jedoch unterscheiden sich cpfl1 und 
BALB/c in der semiquantitativen Auswertung in der Anzahl der insertionstragenden und der 
normalen Transkripte. Bei der cpfl1-Maus sind mehr Transkripte mit der 116 pb Insertion 
vorhanden, als bei ihrem Parentalstamm BALB/c. Dieser Unterschied könnte sich durch 
NMD (nonsense mediated mRNA-decay) erklären lassen. NMD ist eine Qualitätskontrolle der 
mRNA und ein spezieller RNA-Degradations-Prozess, durch den eukaryotische Zellen 
mRNA mit einem vorzeitigem Stopcodon (PTC) identifizieren und abbauen können 
(SCHELL et al. 2002).  
Bei der cpfl1 mRNA könnten die 116 bp Insertion und die 1 bp-Deletion zu einem Abbau der 
RNA führen. Um diese Frage zu klären wurden heterozygote Nachkommen aus der Kreuzung 
des parenteralen BALB/c-Stamm mit der kongenen cpfl1-Maus gezüchtet (BALB/c x 
kongene cpfl1). Die Retinae der so generierten F1-Tiere, der cpfl1-Maus und der BALB/c-
Linie wurde für die RT-PCR-Amplifikation eines cDNA-Abschnittes von Exon 3 bis Exon 10 
(Primer NMD-F und NMD-R, 3.2.2.8.5; 3.3.3.1.2) verwendet. Die PCR-Produkte wurden 
ligiert, transformiert und durch eine Kolonie-PCR wurde das Insert kontrolliert. Von jeder der 
amplifizierten und klonierten cDNA (BALB/c, BALB/c x kongene cpfl1, kongene cpfl1) 
wurden mindestens 100 positive Klone untersucht. Dabei wurde unterschieden, ob der Klon 
die Insertion (c.864_865ins116) trägt und ob die 1 bp Deletion (c.1942delT) vorhanden ist 
oder nicht. 
Von den untersuchten cDNA-Klonen des reinen BALB/c-Stammes waren 51,9 % Wildtyp 
(WT) -Formen (keine Insertion und keine Deletion) und 48,1% hatten die Insertion wie 
erwartet. In den F1-Tieren der BALB/c x cpfl1-Kreuzung wurden alle Varianten an Klonen 
gefunden: 44,6 % ohne Insertion und ohne Deletion; 4,7 % ohne Insertion aber mit Deletion; 
in 27 % kam die Insertion ohne Deletion vor und in 23,7 % wurde die Insertion und die 
Deletion detektiert. Bei dem cpfl1-Mausmodell enthielten 75,6% der cDNA-Klone sowohl die 
Insertion als auch die Deletion; 24,4% der cDNA-Klone trugen keine Insertion, aber die 
Deletion (Abb. 43). 
Da bei der BALB/c-Maus die Deletion nicht vorhanden ist, ist NMD nur bei der Spleißvari-
ante mit der Insertion zu erwarten. Zu erwarten wäre ein Spleißingverhältnis von 25% richtig 
gespleißter (Exon4 / Exon5) Transkripte zu 75% insertionstragender (Exon4 / 116bp Insertion 
/ Exon5) Transkripte. Durch NMD wird theoretisch die Menge der Transkripte mit der 
Insertion halbiert und man kommt im steady state Zustand zu einem Verhältnis von 2:3. 






Abb. 43 : Prozentuale Verteilung der verschiedenen Pde6c-Transkriptvarianten in den 
Mauslinien BALB/c, BALB/c x cpfl1, cpfl1/cpfl1; Erste Spalte: BALB/c-Stamm, zweite Spalte: 
BALB/c x cpfl1, dritte Spalte: homozygote cpfl1-Maus, hellblau: prozentualer Anteil von cDNA-
Klonen ohne Insertion und ohne Deletion, gelb: prozentualer Anteil ohne Insertion und mit Deletion, 
rot: prozentualer Anteil mit Insertion und ohne Deletion, blau: prozentualer Anteil mit Insertion und 
mit Deletion. 
 
Bei der kongenen cpfl1-Maus ist die Deletion in jedem Transkript vorhanden, unabhängig ob 
mit oder ohne Insertion. Somit ist mit dem Abbau von beiden Spleißvaranten durch NMD zu 
rechnen. NMD verringert damit die absolute Menge im steady state Zustand; das Verhältnis 
jedoch von richtig gespleißter zur insertionstragender cDNA (1:3) wird nicht beeinflusst. Das 
stellt die Abbildung 43 deutlich dar. In der F1-Generation aus BALB/c x cpfl1 (heterozygoten 
Tiere) soll die Annahme überprüft werden, dass in der F1-Generation, wenn alle 4 Varianten 
vorhanden sind, drei davon durch NMD verringert werden. In Abbildung 43 ist zu erkennen, 
dass die normal gespleißten Transkripte ohne Deletion die größte Fraktion bilden. Zudem 
wird deutlich, dass die normal gespleißte mRNA mit c.1042delT verstärkt durch NMD 





4.3.4 Western Blot des Pde6c Proteins 
Um zu untersuchen, ob die Insertion (c.864_865ins116) bzw. die Deletion (c.1024delT) 
Veränderungen auf der Protein-Ebene verursacht, wurden Western Blot - Experimente 
durchgeführt. Hierzu wurden verschiedene Gewebe und verschiedene Antikörper getestet. Bei 
den Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass der kommerzielle Antikörper der Firma 
Calbiochem® unspezifisch reagiert und viele Banden detektiert (Daten nicht gezeigt). Ebenso 
unspezifisch markierte Banden lieferten die in Auftrag gegebenen Antikörper von Davids 
Biotechnologie, Regensburg, gegen zwei Peptide innerhalb der Pde6c-Proteinsequenz (148-
164 AS und 20-34 AS). 
Dadurch konnte leider keine Aussage darüber getroffen werden, ob die Veränderungen 
(116bp Insertion oder 1bp Deletion) Auswirkungen auf der Protein-Ebene haben. 
4.3.5 Histologie und Immunhistologie des cpfl1-Mausmodells 
Um die ZPR-Degeneration (wie schon am Jackson Labor beschrieben) genauer auch für die 
kongene cpfl1-Maus zu beschreiben, wurde eine immunhistologische Untersuchung in Zu-
sammenarbeit mit Sylvia Bolz, Universitäts-Augenklinik Tübingen an Mäusen im Alter von 
fünf Monaten durchgeführt. Mit zapfenspezifischen Immunfärbungen (Lectin und JH492-
Antikörper) ließen sich nur noch wenige, einzelne ZPR in der Retina von 5 Monate alten 
cpfl1-Mäusen darstellen (Abb. 44F, 44H). Der immunhistologische Nachweis mit Antikörper 
gegen die Zapfenopsine (JH492-M cone Opsin; JH455-S cone Opsin) zeigt zum einen, dass 
die M-Zapfen, als auch die S-Zapfen weitgehend fehlen, und zum anderen, dass die Opsine in 
den noch vorhandenen Zapfen exprimiert werden. Zur weiteren Analyse der Re-
tinamorphologie wurden die SPR (Rhodopsin-Antikörper) und deren Bipolarzellen (PKC-
Antikörper), sowie die ZPR-Bipolarzellen (Recoverin-Antikörper) gefärbt. SPR und Bipo-
larzellen waren unauffällig. Es konnten somit keine weiteren morphologischen Unterschiede 
zwischen dem cpfl1-Mausmodell und der C57BL/6-Maus dargestellt werden.  
Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung der kongenen cpfl1-Mauslinie auf 
dem C57BL/6-Stammhintergrund deuten darauf hin, dass bei diesen Tieren die ZPR im Alter 
von 5 Monaten praktisch vollständig fehlen. Ob es sich um eine Degeneration handelt oder 







Abb. 44 : Histologische Färbungen von Retinae-Schnitten von C57BL/6- und cpfl1/cpfl1-Mäusen 
im Alter von fünf Monaten. A-D Lectin-DAB-Färbung, E-H Immunfluoreszenz-Färbungen mit dem 
Antikörper JH492 (Sekundär-Antikörper: Alexa Fluor 488 Anti-rabbit IgG) A, B, E, F 
Übersichtaufnahmen der Retina, C, D, G, H vergrößerte Ausschnitte A, C, E, G C57BL/6 Maus, B, 
D, F, H kongene cpfl1/cpfl1-Mausmutante: Sehr deutlich erkennbar ist die hochgradige Reduktion der 
ZPR in der fünf Monate alten cpfl1-Maus (F, H). GCL: Ganglion cell layer; IPL: inner plexiform 
layer; INL: inner nuclear layer; OPL: outer plexiform layer; ONL: outer nuclear layer; IS: inner 
segments of photoreceptors; OS: outer segments of photoreceptors 
4.3.6 ERG-Untersuchungen des cpfl1-Mausmodells 
Die ERG-Untersuchungen der cpfl1-Maus wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. 
Seeliger, Universitäts-Augenklinik Tübingen, bei kongenen cpfl1-Mäusen im Alter von drei 
und sechs Wochen ergänzt und erweitert (CHANG et al. 2002). In beiden untersuchten 
Altersstadien (drei und sechs Wochen) konnte bei dem cpfl1-Mausmodell keine ZPR-Antwort 
im ERG mehr registriert werden. Es wurden zudem minimale Unregelmäßigkeiten in der 
SPR-Antwort beobachtet (siehe Abb. 45C). Hier wurde bei einer Lichtintensität von 25 cds/ 
m2 eine geringere b-Wellen-Antwort gemessen, verglichen mit der Wildtyp-Kontrollgruppe. 




Alter von sechs Monaten untersucht. Dabei war keine weitere Veränderung in der SPR-
Antwort zu erkennen. 
 
 
Abb. 45 : ERG-Untersuchungsdaten sechs Wochen alter cpfl1-Mäuse gegenüber Wildtyp-
Kontrollmäusen. „Skotopisch“ dunkeladaptierte Antworten, „Photopisch“ helladapierte Antworten. 
A: Ableitungen der Wildtyp-Kontrollmäuse und B: Ableitungen der sechs Wochen alten cpfl1-Mäuse 
bei verschiedenen Reizintensitäten. C: Überlagerte skotopische Amplituden einer Kontroll- und cpfl1-
Maus bei unterschiedlicher Reizintensität (10 und 25 cds/m2). D: Überlagerte photopische Amplituden 
einer Kontroll- und cpfl1-Maus bei unterschiedlicher Reizintensität (10 und 25 cds/m2). E: Schaubild 
der skotopischen und photopischen Photorezeptor-Antworten (b-Wellen-Amplitude) in Abhängigkeit 
der Reizintensität. In den Schaubildern ist die Kontrolle schwarz, das cpfl1-Mausmodell rot 
dargestellt. Daten freundlicherweise von Prof. Dr. Seeliger überlassen. 
 
4.3.7 SLO-Untersuchungen des cpfl1-Mausmodells 
Die SLO-Untersuchung ergab bei den untersuchten Mausmutanten im Alter von drei und 
sechs Wochen keine Auffälligkeit (Abb. 46). Durch diese Untersuchungen wird deutlich, 
dass, trotz des Verlustes der Zapfen bzw. der Zapfenfunktion im Alter von drei Wochen keine 





Abb. 46 : SLO-Untersuchungsergebnisse bei sechs Wochen alten cpfl1-Mäusen. Darstellungen 
verschiedener Ausschnitte (10° und 20° Winkel) des Augenhintergrundes mittels Laserabtastungen 
verschiedener Wellenlängen. A: Darstellung des Augenhintergrundes des sechs Wochen alten 
cpfl1/cpfl1-Mausmodells. Der Fundus und die Nerverfaserschicht erscheinen unverändert. B: Nach der 
Applikation von ICG (Indianozyaningrün) werden die Gefäße der Chorioidea deutlich sichtbar. Dabei 
waren keine Veränderungen auffällig. Daten freundlicherweise von Prof. Dr. Seeliger überlassen.  
 
4.3.8 Cone-GFP x cpfl1-Doppelmutante 
Um in vivo die ZPR-Population besser untersuchen zu können (Verlaufsanalyse), wurde das 
cpfl1-Mausmodell mit der transgenen Cone-GFP Linie gekreuzt. Nach erfolgreicher Ein-
kreuzung und Genotypisierung (4.3.2.2; 4.1.1) wurden die Tiere mittels SLO untersucht.  
4.3.8.1 SLO-Untersuchung der Cone-GFP x cpfl1-Doppelmutante 
Für die Untersuchung mittels SLO wurden vier transgene Cone-GFP-Mausmutanten gegen-
über vier gleichaltrigen Doppelmutanten (Cone-GFP x cpfl1/cpfl1) in einer Verlaufsstudie 
untersucht (Abb. 47). Die Untersuchungen fanden in der dritten, vierten, sechsten und achten 
Lebenswoche der Tiere statt. 
Wie in Abbildung 47 dargestellt, konnte im ersten Alters-Stadium (drei Wochen) kein Un-
terschied zwischen Cone-GFP- und Cone-GFP x cpfl1-Mausmodell festgestellt werden. 
Sowohl die Verteilung als auch die Anzahl der ZPR waren äquivalent. Ab der vierten Le-
benswoche konnte eine Verringerung der autofluoreszierenden ZPR in der Doppelmutante 
(Cone-GFP x cpfl1/cpfl1) beobachtet werden. Dieser Verlauf setzt sich fort. In der sechsten 
und achten Lebenswoche verringert sich die Anzahl der autofluoreszierenden ZPR in der 
Doppelmutante (Cone-GFP x cpfl1/cpfl1) zunehmend und im letzten Alters-Stadium (acht 
Wochen) sind praktisch nur noch ventrale ZPR vorhanden. Jedoch kann bei der Cone-GFP-






Abb. 47 : SLO-Verlaufsuntersuchung von transgenen Cone-GFP-Mausmutanten (A) gegen-
über gleichaltrigen (Cone-GFP x cpfl1/cpfl1) doppelmutanten Tieren (B). Darstellung des 
Augenhintergrundes der Tiere mittels Laserabtastungen mit verschiedenen Wellenlängen. Die Ner-
venfaserschicht (RF) wird mit einer Wellenlänge von 514 nm, die GFP-Autofluoreszenz (AF) wird bei 
488 nm sichtbar gemacht. Die weißen Punkte der AF-Bildern stellen die fluoreszierenden ZPR der 
Retina dar: Zu erkennen ist die nahezu identische Ausgangssituation im Alter von drei Wochen bei 
beiden Mausmutanten. Deutlich zu sehen ist die drastische Abnahme der weißen Punkte (fluores-
zierenden ZPR) in den folgenden Untersuchungen bei der Doppelmutante (B) gegenüber einer ge-
ringgradigen Verringerung bei der Cone-GPF-Maus (A). Die Nervenfaserschicht bleibt unbeeinflußt. 
Daten freundlicherweise von Prof. Dr. Seeliger überlassen. 
 
Dem gegenüber ist der Zustand der Nervenfaserschicht während allen Untersuchungen 
unverändert. 
Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass der Verlust der ZPR bei Mäusen des cpfl1-Modells 





In dieser Arbeit wurden verschiedene Mausmodelle (cpfl1, Slc24a2ENU) untersucht, die 
Mutationen in funktionell bedeutsamen Genen tragen, die als potentielle Kandidatengene für 
ZPR-Degenerationen beim Menschen betrachtet werden. Dabei wurden diese Mausmodelle 
mit verschiedenen anderen Mausmodellen gekreuzt, genotypisiert, sowie anschliessend 
molekularbiologisch und funktionell, soweit möglich, beschrieben.Im Folgenden werden die 
Ergebnisse geordnet nach den einzelnen Mausmodellen diskutiert. 
Die Maus ist durch die verhältnismäßig günstige Tierhaltung und den sehr kurzen Generati-
onswechsel eines der wichtigsten Tiermodelle geworden, so dass bereits viele Daten und 
Kenntnisse über die Physiologie und Histologie verschiedener Organe vorhanden sind. Das 
gesamte Genom der Maus ist entschlüsselt und viele unterschiedliche Inzuchtlininen sind 
bekannt, die geno- und phänotypisch unterschieden werden können.  
Bei der Untersuchung der ZPR in der Maus - auch im Hinblick auf Vergleiche zum Menschen 
- müssen einige anatomische Unterschiede bedacht werden. Primaten sind Trichromaten und 
besitzen eine Fovea centralis, in deren Bereich sich die allermeisten ZPRs befinden. Mäuse 
hingegen sind Dichromaten und weisen ein flächiges Verteilungsmuster der ZPR auf (SZEL 
et al. 1992). Zusätzlich entspricht die ZPR–Population in der Retina der Maus nur etwa 3% 
der Gesamtphotorezeptor-Population, wohingegen es 5% bei den Primaten sind (JEON et al. 
1998).  
Deshalb erscheint die Maus zunächst im Hinblick auf ZPR-Veränderungen als weniger 
geeigneter Modellorganismus (LYUBARSKY et al. 1999). Jedoch können unter Beachtung 
der anatomischen Unterschiede viele wichtige Informationen für die Grundlagenforschung 
gesammelt werden. Verschiedene Versuche wurden unternommen, um die ZPR-Population 
besser darstellen und charakterisieren zu können. Das ist unter anderem mit der Cone-GFP-
Mausmutante gelungen (FEI und HUGHES 2001). 
5.1 Cone-GFP-Mausmutante 
Mit diesem Mausmodell, von FEI und HUGHES (2001) generiert, sind mehrere spezifische 
Untersuchungen und Anwendungen möglich, die zuvor nur schwer oder gar nicht zu ver-
wirklichen waren. Bei der Cone-GFP-Maus wird das GFP hochspezifisch in der ZPR-Popu-
lation exprimiert. Dadurch besteht zum einen die Möglichkeit, ZPR für zell- und molekular-
biologische Versuche anzureichern, und zum zweiten die ZPR in vivo sichtbar zu machen. 
Zum einen können bei diesen Mäusen die ZPR isoliert oder zumindest angereichert werden. 
Dadurch kann diese Mauslinie mit anderen Mauslinien, welche Mutationen in ZPR-spezifi-
schen Genen tragen, gekreuzt werden, um anschliessend populationsspezifisch diese Gene zu 
untersuchen. Für die Isolation der ZPR eignet sich aufgrund der GFP Expression das Sortieren 
vereinzelter retinaler Zellen mittels FACS (flourescence activated cell sorting). Die Technik, 
schon von FEI und HUGHES (2001) exemplarisch gezeigt, wurde in der vorliegenden Arbeit 




Universität Tübingen, in leicht modifizierter Form etabliert. Nach dem Cell Sorting wurde aus 
den getrennten Fraktionen mRNA präpariert (siehe 4.1.2).  
Bei der Analyse dieser RNA mittels RT-PCR wurde festgestellt, dass auch in der angerei-
cherten ZPR-Fraktion noch stäbchenspezifische Rhodopsin-Transkripte vorhanden sind (siehe 
4.1.2.1). Dies wurde auch schon in den Versuchen von FEI und HUGHES (2001) beobachtet. 
Es kommen mehrere Erklärungen für das Vorkommen von Rhodopsin-Transkripten in Frage. 
Entweder wird Rhodopsin zu einem geringen Teil auch in den ZPR exprimiert, oder mRNA 
wurde durch Anhaftung einzelner Stäbchen oder Zelltrümmer von Stäbchen an den Zapfen 
verschleppt. Am wahrscheinlichsten ist jedoch die Annahme, dass die Isolation der ZPR 
mittels FACS nicht 100%ig rein ist. Bei dem Verhältniss von SPR zu ZPR von 20:1 in der 
Nager-Retina wäre dies nicht ungewöhnlich (JEON et al. 1998). 
Dennoch ist die Anreicherung der ZPR ist eine sehr wichtige Technik, um zapfenspezifische 
Genexpressionen besser studieren zu können, z.B. mittels Microarray-Untersuchungen. 
Ein zweiter wichtiger Vorteil bei diesen Cone-GFP-Mäusen ist die vereinfachte Darstellbar-
keit der ZPR mittels in vivo bildgebender Verfahren, z.B. das neu entwickelte SLO 
(SEELIGER et al. 2005) (4.1.4.2). Da die Tiere für die Untersuchungen nicht euthanasiert 
werden und für mehrere Untersuchungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten zur Verfügung 
stehen, sind somit erstmals Verlaufsuntersuchungen in vivo und am individuellen Tier mög-
lich, um degenerative Vorgänge in der Retina, v.a. der ZPR, genauer beschreiben zu können 
(4.3.7 A). 
Beide Eigenschaften, die Isolierbarkeit der ZPR, sowie die erleichterte Detektion der ZPR in 
vivo zeigen die beiden Hauptvorteile auf, warum diese transgene Mauslinie sehr gut dazu 
geeignet dazu ist, um mit anderen Mauslinien oder Mutanten gekreuzt zu werden. Bei solchen 
Doppelmutanten kann der Einfluss der zu untersuchenden Mutationen auf die Entwicklung 
und das Überleben der ZPR besser untersucht werden. 
Die Methode wurde im Verlauf der vorliegenden Arbeit angewendet, um den Phänotyp von 
Mutationen in den Genen Slc24a2 sowie cpfl1 spezifisch in den ZPR zu charakterisieren.  
Zu Beginn solcher Studien muss der Einfluss der GFP-Expression auf die ZPR untersucht 
werden. Die Frage war, ob und wenn ja, ab wann das eingebrachte Transgen (GFP gemeinsam 
mit dem Vektor und dem humanen Rot-Opsin-Promotor) funktionelle oder/und strukturelle 
Auswirkungen in den ZPR erzeugt. Nach Studien von REX et al. (2005) hat die Expression 
von GFP in den ZPR dieses Mausmodells keine negativen Auswirkungen, wohl aber auf 
deren ERG-Funktion bereits bei 3 Wochen alten Tieren. Studien über eine spätere dege-
nerative Entwicklung in diesen Mäusen lagen nicht vor. Die Autoren der Studie äußerten die 
Vermutung, dass die verminderte Zapfenfunktion auf einer verminderten Anzahl von ZPRs in 
den transgenen Mäusen beruht, oder dass sich eine von mehreren Expressionskassetten in 
einer genomischen Region inseriert hat, die sekundäre, regulatorische Effekte auf die Zap-
fenfunktion ausübt (REX et al. 2005). 
Funktionslose Zellen werden in der Retina in vielen Fällen durch Apoptose abgebaut und sind 
anschliessend nicht mehr nachweisbar. In den GFP-exprimieren Mäusen war im Alter von 8 




vorliegenden Arbiet bei einjährigen Tieren das Vorhandensein von ZPRs in histologischen 
Schnitten überprüft (4.1.3). Das negative Ergebnis dieser Untersuchung steht im Widerspruch 
zur Aussage von REX et al. (2005), dass die Expression von GFP keine schädlichen 
Auswirkungen auf die Zellen haben. 
Dabei unbeachtet sind bisher noch die Folgen der abgegebenen Fluoreszenz, das eventuell zu 
einer Art Dauerbelichtung führt. Diese Dauerbelichtung kann entweder einen deutlich er-
höhten Proteinverbrauch bis hin zur Erschöpfung der Zelle bewirken oder zu toxischen 
Effekten nach einem gewissen Zeitraum (älter als 30 Tage) führen (WENZEL et al. 2005). 
Auch bei den in vivo SLO-Verlaufsuntersuchungen (4.3.7) in den GFP-exprimierenden Tieren 
wurden im Untersuchungzeitraum von drei bis acht Lebenswochen eine minimale Abnahme 
der fluoreszierenden ZPR-Anzahl sichtbar. Dies ist ein weiteres Indiz dafür, dass die 
Expression von GFP in den ZPR zu einer langsamen Degeneration dieser Zellpopulation in 
der Retina führt. 
Daraus ergibt sich eine Beschränkung der Verwendung dieser transgenen Mauslinie zur 
Charakterisierung von ZPR-Populationen in Abhängigkeit vom Alter der Tiere. Experimente, 
die die Isolierung der Zapfen mittels FACS-Sorting beinhalten, sind auf die ersten 4-8 
Lebenswochen zu beschränken, weil danach die Anzahl der ZPR deutlich abnimmt. Aus-
serdem sind diese ZPR-Populationen dann zumindest teilweise in Apoptose begriffen, so dass 
intrazelluläre Expressionsmuster verändert sein können. Daraus resultiert die Notwendigkeit, 
Ergebnisse aus etwaigen Doppelmutanten immer mit dem Parentalstamm (Cone-GFP) 
abzugleichen, um den Einfluss der GFP-Expression zu korrigieren (4.3.7). 
5.2 Slc24a2ENU-Mausmutante 
Mutationen im Slc24a2-Gen, welches für den NCKX2-Austauscher kodiert, wurden als 
Ursache für Dysfunktionen oder Degenerationen des ZPR-Systems beim Menschen diskutiert. 
In einer Arbeit wurde dieser Zusammenhang bei Patienten mit Zapfen-Stäbchen- bzw. reinen 
Zapfendegenerationen untersucht. Es konnte jedoch keine krankheitsursächliche Mutation 
festgestellt werden (SHARON et al. 2002). 
Mehrere Arbeitsgruppen untersuchten die Verteilung der verschiedenen NCKX-Austauscher 
in Photorezeptoren und fanden, dass lediglich der NCKX2-Austauscher in den ZPR 
exprimiert wird (KANG und SCHNETKAMP 2003) (SCHNETKAMP 2004) (TSOI et al. 
1998). Um die Funktion und eventuelle pathologische Auswirkungen von Mutationen im Gen 
für den Austauscher, Slc24a2, zu charakterisieren, wurde ein Mausmodell mit einer ENU-
induzierten Punktmutation untersucht. Die Mausmutante wurde von der Firma Ingenium auf 
dem Hintergrund des C3HeB/FeJ-Stammes entwickelt. Der C3H-Stamm trägt jedoch die 
bekannte rd1-Mutation, die eine rapide retinale Degeneration bewirkt und sich daher nicht 
eignet, Mutationen in anderen Photorezeptorgenen zu untersuchen. Daher wurde die Slc24a2-
Mutante unter Elimination der rd1-Mutation in den C57BL/6-Stamm ausgekreuzt. Bei der 
ENU-induzierten Mutation handelt es sich um ein Basenaustausch im Exon 10 von Slc24a2 
(c.1722g>t) (4.2.1). Dadurch wird ein Stop-Codon generiert (p.G575X) und ein verkürztes 




dass durch den Austausch von Aminosäuren am humanen NCKX2-Austauscher in dieser 
zwischen Mensch und Maus konservierten Region des Polypeptids in vitro ein völliger 
Funktionsverlust des Proteins resultiert (WINKFEIN et al. 2003). 
Bevor weitere Arbeiten mit dieser neuen Mauslinie durchgeführt wurden, wurde die Vertei-
lung der verschiedenen bekannten NCKX-Austauscher in der RNA von FACS angereicherten 
ZPR-Fraktion und per RT-PCR untersucht (4.2.3). Dabei wurde festgestellt, dass nicht nur der 
NCKX2-Austauscher in den ZPR vorkommt, sondern wohl auch der NCKX1- und NCKX4-
Austauscher exprimiert werden. Bisher wurde angenommen, dass der NCKX1-Austauscher  
lediglich in den Stäbchen exprimiert wird und die anderen Typen gar nicht in der Retina 
(KANG und SCHNETKAMP 2003) (SCHNETKAMP 2004). Das sehr schwache PCR-
Produkt für den NCKX1-Austauscher könnte jedoch auch eine Kontamination darstellen, wie 
sie schon für das Rhodopsin in der isolierten ZPR-Population zu beobachten war (5.1).  
Ein weiteres interessantes Ergebnis ist, dass der NCKX2-Austauscher offensichtlich auch in 
anderen Zellen der Retina vorkommt, nicht nur in den ZPR (4.2.3.1). Zusätzlich wurden auch 
mehrere Splicevarianten des NCKX2-Austauschers in der cDNA des Gesamtauges entdeckt, 
aber nur eine Variante in der isolierten ZPR-Zell-Population (4.2.3.5). Das legt den Schluss 
nahe, dass dieser Austauscher in mehreren Zelltypen des Auges exprimiert wird und somit 
Mutationen in diesem Gen nicht nur Auswirkungen auf die ZPR haben könnten. 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass mehr als ein Subtyp des NCKX-
Austauschers in den ZPR exprimiert wird. Dies hat wichtige Implikationen für die Interpre-
tation aller weiteren Ergebnisse, die zum Slc24a2ENU-Mausmodell generiert werden, da ein 
Funktionsverlust des NCKX2-Austauschers in diesem Mausmodell durch andere Austauscher 
kompensiert werden könnte. 
Nach Abschluss der Analyse der Verteilung der NCKX-Austauscher in der Retina wurde im 
Rahmen dieser Arbeit die Slc24a2ENU-Mausmutante weiter untersucht. 
Leider konnten bei den Untersuchungen auf Protein-Ebene keine Informationen gewonnen 
werden, da alle vorhandenen Antikörper bis auf einen unspezifisch waren. Der von Prof. 
Lytton bereitgestellte Antikörper (Antigen-Sequenz nicht bekannt) erlaubte lediglich die 
Detektion einer Bande bei 60 kDa, sowohl in der Retina der mutierten Mauslinie, als auch in 
der Retina von C57BL/6 Wildtyp-Mäusen. Die zu erwartende relative Molekülmasse wäre bei 
74 kDa.  
Der errechnete Unterschied zwischen mutiertem und Wildtyp-Protein beträgt 92 Aminosäuren 
und müsste einen Unterschied von ca. 10 kDa im PAGE-Gel ergeben. Keine dieser 
theoretischen Größenangaben konnten bei den Versuchen nachgewiesen werden. 
Weitere Untersuchungen konnten aufgrund mangelnder spezifischer Antikörper nicht durch-
geführt werden. 
Interessanterweise markierte der Antikörper von Prof. Lytton die Außensegmente der ZPR in 
der immunhistochemischen Analyse sowohl in den Mutanten, als auch von Wildtyp-Mäusen.  
Die funktionelle Untersuchung mittels ERG zeigte keinerlei Anormalitäten; in den SLO-
Untersuchungen wurden jedoch auffälligerweise noch Glaskörpergefäße bei 3 Wochen alten 




laut Literatur mit dem 16. postnatalen Lebenstag der Mäuse abgeschlossen (BROWN et al. 
2005). Die angiographischen Aufnahmen der bereits drei Wochen alten Slc24a2ENU-
Mausmutanten zeigen jedoch eine noch vollkommene Durchblutung der normalerweise schon 
zurückgebildeten Gefäße (4.2.6.2). Die in der Autofluoreszenz sichtbaren Punkte bei der ein 
Jahr alten Slc24a2ENU-Mausmutante sind als Reste der embryonalen Glaskörpergefäße zu 
interpretieren (4.2.6.2). Der Grund für diese Gefäßanomalie (Arteria hyaloidea persistens) bei 
der Slc24a2ENU-Mausmutante ist bislang jedoch unklar. Unklar bleibt zudem warum diese 
Gefäßanomalie nicht bei den Untersuchungen der Doppelmutanten (Trα-/- x Slc24a2ENU, 
Cone-GFP x Slc24a2ENU) beobachtet wurde (4.2.8, 4.2.9). Diese Tatsache schließt die 
slc24a2-Mutation als Grund für die Gefäßanomalie aus. Eine Erklärung liegt vielleicht im 
Stammhintergrund (C3H) der reinen Slc24a2ENU-Mausmutante. 
Aufgrund der Tatsache, dass der NCKX2-Austauscher nicht die einzige Austauscher-Variante 
in den ZPR darstellt, ist die ausbleibende Degeneration der ZPR-Population in der 
Slc24a2ENU-Mauslinie nicht weiter überraschend. Es scheint, daß beim Ausfall der Aktivität 
dieses Austauschers die verbleibenden anderen Typen, wie NCKX1 oder 4, die Funktion des 
Ca2+-Exports aus den ZPR übernehmen können. Die Annahme, dass der NCKX2 Austauscher 
keine essentielle Rolle in der Phototransduktionskaskade spielt, wird durch eine Slc24a2-
knock-out Maus noch bekräftigt, da sie keinen offensichtlichen Funktionsverlust der ZPR 
zeigte (LI et al. 2006).  
Trα-/- x Slc24a2ENU-Doppelmutante 
Auch wenn bei der Slc24a2ENU-Mausmutante keine Auffälligkeiten im photopischen ERG 
beobachtet wurden, so ist dabei nicht auszuschließen, dass der phänotypische Effekt der 
Slc24a2-Mutation so gering ist, dass er in der stäbchendominierten Retina der Maus bei den 
funktionellen Untersuchungen nicht darstellbar ist oder von der Stäbchenfunktion maskiert 
wird. Um eine verfeinerte Charakterisierung eventuell vorhandener Veränderungen zu errei-
chen, wurde die Slc24a2ENU-Mausmutante daher im weiteren Verlauf der Untersuchungen mit 
der Trα-/--Maus gekreuzt. Bei der Trα-knock-out-Maus kommt es aufgrund einer Mutation in 
der α-Untereinheit des Stäbchen-Transducins zu Komplettausfall der SPR-Funktion, ohne das 
eine generelle retinale Degeneration folgt (CALVERT et al. 2000). Damit ist eine isolierte 
Beobachtung der ZPR-Funktion während eines großen Zeitfensters möglich. Die Gefahr einer 
Fehlinterpretation der Beobachtungen durch Mitbeteiligung einer SPR-Degeneration ist in 
diesem Mausmodell minimiert. 
Im Verlauf der Untersuchungen dieser Doppelmutante wurden bei einigen Tieren im SLO 
überraschenderweise weiße autofluoreszierende Punkte beobachtet (4.2.7.2.2). Weil bisher 
nur zwei Generationen von Tieren gezielt gekreuzt und untersucht wurden, konnte abschlie-
ßend kein gesichertes Vererbungsmuster festgestellt werden (4.2.7.3). Wahrscheinlich ist 
jedoch ein autosomal rezessiver Erbgang. Aufgrund der Untersuchungen der Cone-GFP x 
Slc24a2ENU -Doppelmutante ist eine Lage der „AF-dots“ auf der Ebene des RPEs am wahr-
scheinlichsten. Außerdem traten bei dieser Doppelmutante im Alter von ein und zwei Mo-




würden. Bei der Generierung der Doppelmutante wurden drei verschiedene Stammhinter-
gründe (C57BL/6, C3H, BALB/c) verwendet. Daher konnte auch eine im Stammhintergrund 
versteckte und bereits beschriebene Mutation Ursache des „AF-dots“-Phänotyp sein. In der 
Literatur wurde über ähnliche Fundusauffälligkeiten in zwei Veröffentlichungen diskutiert 
(KAMEYA et al. 2002) (PANG et al. 2005).  
Bei KAMEYA et al. (2002) wurde die Autofluoreszenz im Fundus der beschriebenen 
Mausmutante einer dem Stammhintergrund C3H eigenen Mutation im mfrp Gen (membrane-
type frizzled-related protein) zugeschrieben. Als Ursache hierfür wurde eine 4 bp Deletion im 
Intron 4 des Gens, welche zu einem Fehlsplicing und zum Verlust des Exon 4 in der RNA 
führt, angeführt. Bei dem Merkmal handelt es sich um einen autosomal rezessiv vererbten 
Phänotyp, welcher mit einzelnen über die ganze Retina verteilten Punkten beschrieben wird. 
In der Veröffentlichung wurde dieses Merkmal als rd6 benannt. Bei der DNA-Untersuchung 
mittels PCR (3.2.2.8.4; 3.3.3.1.2) und Sequenzierung der phänotypisch auffälligen Trα-/-
xSlc24a2ENU-/--Mausmutanten konnte diese Mutation jedoch nicht nachgewiesen werden.  
Bei der Veröffentlichung von PANG et al. (2005) handelt es sich ebenso um ein autosomal 
rezessives Merkmal, mit dem Lokusnamen rd12. Die phänotypisch charakteristischen Punkte 
im Fundus werden im Alter von 5 Monaten in der ophthalmoskopischer Untersuchung sicht-
bar. Als Ursache dieses Merkmals wurde von den Autoren eine Nonsense-Mutation in Exon 3 
des rpe65 Gens beschrieben. Bei der DNA-Untersuchung mittels PCR (3.2.2.8.4; 3.3.3.1.2) 
und Sequenzierung der phänotypisch auffälligen Trα-/-xSlc24a2ENU-/--Mausmutanten konnte 
jedoch auch diese Mutation nicht nachgewiesen werden. 
Cone-GFP x Slc24a2ENU-Doppelmutante 
Wie zu Beginn erwähnt, erlaubt die Einkreuzung der Cone-GFP Mauslinie eine einfache 
Beobachtbarkeit der ZPR in vivo. Aus diesem Grund wurde die Slc24a2ENU-Mauslinie mit der 
Cone-GFP Mutante gekreuzt und mittels ERG und SLO in vivo untersucht (4.2.8.1). Die 
funktionelle Untersuchung mittels ERG zeigte bei 2 Monate alten Tieren keine Veränderun-
gen gegenüber reinen Cone-GFP Mutanten. Jedoch konnte bei einjährigen Tieren eine kom-
plette Degeneration der ZPR beobachtet werden. Dieser ZPR-Verlust ist auf den degenerati-
ven Effekt der GFP-Expression zurückzuführen und kein Effekt der Slc24a2ENU-Mutation. 
Im SLO hingegen wurde ebenfalls das Auftreten der schon in der Trα-/-xSlc24a2ENU-
Doppelmutante aufgefallenen „AF-dots“ beobachtet.  
Am wahrscheinlichsten ist eine „Neumutation“ in der Slc24a2ENU-Linie, die unabhängig von 
der ENU-Mutation segregiert. Allerdings lässt die Tatsache, dass dieser „AF-dots“-Phänotyp 
in den jeweiligen Mausmodellen mit einfacher Mutation nicht auftritt, sondern nur in den neu 
hergestellten Doppelmutanten, darauf schliessen, dass es sich auch um einen Summati-
onseffekt handelt könnte, bei dem die Veränderung auf genomischer Ebene in den Stamm-





Mutationen im Pde6c-Gen führen beim Menschen zu Achromatopsie. Daher stellt eine 
homologe Mausmutante ein sehr wertvolles Modell dar, um die pathologischen Vorgänge 
besser beschreiben zu können. 
Das natürlich vorkommende Mausmodell cpfl1 wurde im Jackson Labor identifiziert und 
initial charakterisiert (CHANG et al. 2002). Als Ursache für die Degeneration wurde per 
Kopplungsanalyse und nachfolgender gezielter Genanalyse eine Insertionsmutation des 
Pde6c-Gens festgestellt. 
Um die Mutation näher zu charakterisieren, wurden Untersuchungen auf genomischer und auf 
cDNA-Ebene durchgeführt. Dadurch konnte die Insertion im Intron 4 des Pde6c-Gen genau 
definiert werden; sie verursacht einen unvollständigen Spleißdefekt, so dass noch ein geringer 
Anteil korrekt gespleißter Transkripte vorhanden ist. Jedoch liegt bei der cpfl1-Maus 
zusätzlich eine 1 bp-Deletion in Exon 7 des Pde6c-Gens vor (4.3.1 und 4.3.3). Die cpfl1-
Mutation wurde in einer „recombination bred“ Linie aus der Kreuzung von C57BL/6 und 
BALB/c identifiziert. Interessanterweise trägt die BALB/c Maus ebenfalls die Intron 4-
Insertion und zeigt in der PT-PCR die 116bp Insertion in die Pde6c-cDNA. Bei der semi-
quantitativen Untersuchung der unterschiedlichen Transkripte (mit oder ohne 116bp Inser-
tion/Deletion) konnte festgestellt werden, dass cpfl1 und BALB/c unterschiedliche Anteile der 
beiden Transkripte aufzeigen. Durch eine Untersuchung mit Retinae von heterozygoten F1-
Tieren aus BALB/c und cpfl1 wurde bekannt, dass die RNA mit den Mutationen (egal ob 
Insertion, Deletion oder beide) durch NMD verringert werden. Somit kann davon ausgegan-
gen werden, dass sowohl Spleißing als auch NMD die veränderten Transkripte beeinflusst. 
Zudem wird deutlich, dass die normalgespleißte mRNA mit c.1042delT verstärkt durch NMD 
abgebaut wird, was schon in der semiquantitativen Analyse (4.3.3.2) beobachtet werden 
konnte. 
Zudem wurde bei dem Parentalstamm (BALB/c) eine verminderte Zapfenfunktion im ERG 
nachgewiesen. Dies ist auf die Insertionsmutation im Intron 4 (c.864_865ins116) zurückzu-
führen (4.3.3.1). Auf der anderen Seite ist der Funktionsverlust in den ZPR der cpfl-Maus 
wesentlich gravierender als im parentalen BALB/c-Stamm. Das bedeutet, dass diese Inserti-
onsmutation im Intron 4 des Pde6c-Gens alleine diesen Phänotyp nicht hervorrufen kann. Es 
ist daraus zu schließen, dass die 1bp Deletion in Exon 7 allein oder in Zusammenwirkung mit 
der Intron 4-Insertion zur rapiden Degeneration der ZPR in der cpfl1-Maus führt. Welchen 
Anteil die Deletion und welchen die Insertion ausmacht, müsste durch weitere 
Untersuchungen entschlüsselt werden. Ebenso könnte ein Splicing assay weitere Auskünfte 
liefern. 
Im ERG sind bei 3 Wochen alten cpfl1-Tieren keine ZPR-Antworten mehr messbar (4.3.6.1). 
Es stellt sich daher die Frage, ob die ZPR überhaupt in der Entwicklung angelegt werden und 
anschliessend degenerieren, oder ob von Beginn an keine Ausbildung dieser ZPR erfolgt 
(Aplasie). Diese Frage konnte mit der Doppelmutante cpfl1 x Cone-GFP (siehe unten) 




degenerieren rapide, wobei einige ZPR auch noch nach 8 Wochen im SLO vorhanden sind 
(4.3.7). 
Der Funktionsverlust und die anschliessende Degeneration der ZPR-Population haben keine 
Auswirkungen auf die Gesamtmorphologie und Schichtung der Retina, da auch zu einem 
späteren Zeitpunkt im SLO keine degenerativen Veränderungen festzustellen sind. Dies 
wurde durch immunhistologische Untersuchungen an einjährigen Mäusen bestätigt, dort 
konnten keine ZPR mehr nachgewiesen werden, die retinalen Schichten zeigten aber sonst 
keinerlei Veränderungen. Der Grund für die mophologisch intakte Retina kann die SPR-
dominierte Retina der Mäuse darstellen, da die Anzahl der ZPR so gering ist, dass durch 
degenerierte ZPR keine weiteren pathologischen Effekte hervorrufen werden. Im Unterschied 
zur Maus hat der Mensch eine Fovea centralis mit einer hohen Dichte an ZPRs. Dieser 
Unterschied erklärt möglicherweise die morphologische Auffälligkeiten bei Patienten mit 
Achromatopsie bzw. Zapfendysfunktionen (THIADENS et al. 2010). 
Cone-GFP x cpfl1-Doppelmutante 
Durch die Untersuchung der cpfl1 x Cone-GFP Doppelmutante sollte die Frage beantwortet 
werden, ob die fehlende ZPR-Funktion bei 3 Wochen alten Tieren auf einer sehr schnellen 
Degeneration der ZPR Population oder auf einer Aplasie der ZPR beruht. Die Frage konnte 
mithilfe einer SLO-Verlaufsuntersuchung beantwortet werden (4.3.7), bei welcher bei 3 
Wochen alten Tieren noch GFP-exprimierende ZPR in der Retina nachzuweisen waren. In 
den folgenden Wochen reduzierte deren Zahl sich progressiv. Zum Zeitpunkt der 8 Wochen 
waren noch einige ZPRs nachweisbar.  
Bei der Analyse der Daten dieser Doppelmutante muss ein möglicher synergistischer Effekt 
der cpfl1-Mutation gemeinsam mit der schädigenden Wirkung der GFP-Expression, wie auch 
in den anderen Tiermodellen, in den ZPR berücksichtigt werden. 
5.4 Ausblick 
In dieser Arbeit wurden Mausmodelle (Slc24a2ENU und cpfl1) für zwei verschiedene Kandi-
datengene, Pde6c und Slc24a2, untersucht und initial charakterisiert. Aufgrund der Vielzahl 
der verschiedenen untersuchten Modelle (insgesamt sechs Mauslinien), stellen die in dieser 
Arbeit vorgestellten Ergebnisse noch keine vollständige Charakterisierung dar und lassen 
daher auch keine finale Beurteilung eines jeden Modelles zu. Auf der anderen Seite sind die 
vorliegenden Ergebnisse sehr wichtig, da sie wertvolle Grundlagen für weiterführende Expe-
rimente darstellen. 
Im Rahmen der Arbeit wurde die Cone-GFP Mauslinie als Reportersystem zur Analyse 
anderer Mauslinien herangezogen, um dort das Anwendungsspektrum zu erweitern (BECK et 
al. 2010) (FISCHER et al. 2010). Die Methode des Einkreuzens kann sicher auch bei weiteren 
Mauslinien angewendet werden, bei denen ein Nachweis der ZPR eine verbesserte Analyse 
verspricht, bzw. die in vivo Analyse mittels SLO vereinfacht werden könnte.  
Diese Anwendungen haben allerdings ihre Limitierung, da die durch die Expression von GFP 
in den ZPR verursachte Schädigung der Zellen die Ergebnisse in Doppelmutanten Mäusen 




detaillierter zu charakterisieren und die Degeneration der ZPR in dieser Mutante zu untersu-
chen. 
Die Herstellung der Slc24a2ENU-Mauslinie war unter der Prämisse erfolgt, dass der entspre-
chende NCKX2-Austauscher die einzige in den ZPR exprimierte Variante ist. In initialen 
Versuchen zu diesem Projekt konnte allerdings im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass 
dem wahrscheinlich nicht so ist, sondern mehrere Austauscher-Subtypen in den ZPR 
exprimiert werden und daher möglicherweise die Funktion einer mutierten NCKX2-Variante 
übernehmen können. Im Mausmodell konnte folgerichtig keine Degeneration der ZPR beo-
bachtet werden. Da der NCKX2-Austauscher auch in den Ganglienzellen exprimiert wird und 
daher eine Mutation eventuell schädigende Wirkung auf diese Zellen haben könnte, wäre eine 
Untersuchung der Funktionsfähigkeit der Ganglienzellen bei der Slc24a2ENU-Mauslinie 
interessant. Das könnte mit einer sogenannten VEP-Analyse (visual evoked potentials) 
durchgeführt werden, wobei die Funktion der höheren Hirnstrukturen auf Lichtstimuli 
untersucht wird. Die Hirnregionen können nur Signal aus der Retina erhalten, wenn die 
Ganglienzellen und damit die den optischen Nerven formenden Axone noch vorhanden und 
funktionstüchtig sind.  
Eine weitere interessante Beobachtung war das Auftreten des „AF-dots“-Phänotyp bei beiden 
Slc24a2-Doppelmutanten, dessen Ursprung noch genauer untersucht werden sollte. Da es sich 
hierbei um ein autosomal vererbtes Merkmal zu handeln scheint, könnte man versuchen, sie - 
unter phänotypischen Kontrollen - zurückzukreuzen und anschliessend molekularbiologisch 
zu untersuchen. 
Das cpfl1-Mausmodell ist hervoragend dazu geeignet, die pathologischen Vorgänge der 
Pde6c-assoziierten ZPR-Degeneration aufzuklären. Da es auch Patienten mit PDE6C-
Mutationen gibt, wird die weitere Charakterisierung der Degeneration in dieser Mauslinie 
auch von Bedeutung für diesen Patienten sein. Die molekularen Vorgänge während der 
Degeneration könnten z.B. mithilfe von weiterführenden histologischen Studien 
(TRIFUNOVIC et al. 2010), Microarray Analysen (SCHAEFERHOFF et al. 2010) oder 
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Die Zapfenphotorezeptoren (ZPR) sind verantwortlich für das Scharf- und Farbensehen. Ein totaler 
Funktionsverlust der ZPR, welcher beim Menschen zur Achromatopsie führt, hat eine Degeneration 
der ZPR zur Folge. Die pathologischen Vorgänge, die zur Degeneration der ZPR führen sind noch 
nicht restlos entschlüsselt worden. Zur Analyse der ZPR-Degeneration werden Tiermodelle genutzt, 
wobei bisher nur wenige Tiermodelle vorhanden sind. Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung und 
Charakterisierung von Mausmodellen, die Mutationen in funktionell bedeutsamen Genen der ZPR 
tragen. Hierbei handelt es sich entweder um ein weiteres potentielles Kandidatengen für ZPR-
Dystrophien, das SLC24A2 Gen, oder um das PDE6C Gen, welches als ursächlich für Achromatopsie 
identifiziert wurde.  
Die Tiere der verschiedenen Mauslinien wurden anhand ihrer Ohrkennung genotypisiert und für die 
verschiedenen molekularbiologischen Verfahren euthanasiert. Von den Augen wurde entweder das 
gesamte Auge, das eye cup, oder die Netzhaut weiterverarbeitet. Es wurde eine Methode zur Anrei-
cherung der ZPR mit fluorescence activated cell sorting (FACS) erarbeitet. Des Weiteren kamen 
Techniken auf der DNA-, RNA- und Protein- Ebene (PCR, RT-PCR, Klonieren, Western blot) sowie 
histologische und immunhistologische Techniken zur Anwendung. Die Tiere wurden in vivo mithilfe 
von bildgebenden Verfahren (Scanning Laser Ophthalmology (SLO)) untersucht und funktionell durch 
die Elektroretinographie (ERG) charakterisiert. 
Für diese Studie wurde die Cone-GFP (die grünes fluoreszierendes Protein in den ZPR produziert) 
Mauslinie zur Entwicklung der ZPR-Anreicherung eingesetzt und analysiert. Die slc24a2ENU-Maus-
mutante wurde extern hergestellt, wobei durch eine ENU-induzierte Mutagenese eine Punktmutation 
im slc24a2-Gen, welches für den NCKX2 Austauscher kodiert, an Position 1722 (c.1722g>t) generiert 
wurde. Als weiteres Mausmodell wird die spontan aufgetretene Mausmutante cpfl1 (cone photo-
receptor function loss 1) untersucht, die zwei unterschiedliche Mutationen im pde6c-Gen besitzt. 
Durch Kreuzen dieser Mauslinien untereinander und mit der Trα -/- Mauslinie (knock-out Mutation der 
Stäbchen Transducin α-Untereinheit) wurden die Doppelmutanten Linien slc24a2ENUxCone-GFP, 
slc24a2ENUxTrα-/- und cpfl1xCone-GFP hergestellt und untersucht.  
Bei Cone-GFP Mäusen konnten ZPR mittels FACS angereichert und gezielt untersucht werden. In der 
angereicherten ZPR-Population wurde bei RT-PCR Analysen zum einen nur eine Spleißvariante des 
NCKX2-Austauschers detektiert, während bei RT-PCR Analysen von ganzen Augen mehrere 
Spleißvarianten des NCKX2-Austauschers gefunden wurden. Zum Zweiten wurden weitere Mitglieder 




Bei der slc24a2ENU-Mausmutante konnte die Mutation im slc24a2-Gen sowohl auf DNA- als auch auf 
RNA- Ebene nachgewiesen werden, jedoch nicht auf Proteinebene. Sowohl bei morphologischen 
(SLO und Histologie) als auch funktionellen (ERG) Untersuchungen wurden keine Unterschiede 
zwischen Wildtyp und Mutante in der Retina erkannt. Mithilfe der SLO wurde bei allen Tieren eine 
verlängerte Persistenz der arteria hyaloidea beobachtet. Das ERG war bei der slc24a2xTrα-/- Dop-
pelmutanten gegenüber der reinen Trα-/- ohne Veränderung. Bei den slc24a2ENUxCone GFP Mäusen 
und den reinen Cone-GFP Mäusen konnte im Alter von einem Jahr keine Amplitude mehr im ERG 
gemessen werden. Bei der SLO (bei beiden Doppelmutanten) wurden bei einigen Mäusen autofluo-
reszierende Punkte, so genannte „AF-dots“ beobachtet. Eine Ursache hierfür konnte nicht erbracht 
werden. Vergleichende genomische DNA-Untersuchungen von Intron 4 des pde6c Gens zwischen der 
cpfl1-Maus und dem Wildtyp C57Bl/6 zeigten bei der cpfl1-Maus eine im Vorfeld bereits auf RNA-
Ebene beschriebene 116bp Insertion als Anteil einer 1522bp großen genomischen Insertion ist. 
Zusätzlich wurde eine 1bp Deletion im Exon 7 des pde6c Gens bei der cpfl1-Maus detektiert 
(c.1042delT). Beide Mutationen bedingen eine Verschiebung des Leserasters (frame shift), das 
wiederum zu einem verfrühten Stopcodon führt (p.E289fsX297 und p.L348fsX362). Vergleichende 
RT-PCR Untersuchungen der pde6c Transkripte zwischen der cpfl1-Maus mit ihrem Parentalstamm 
BALB/c erbrachten, dass beide die 116bp Insertion tragen. Bei der ERG Untersuchung der cpfl1-Maus 
(im Alter von drei und sechs Wochen) konnte keine ZPR-Antwort registriert werden. Bei einer 
vergleichenden SLO-Verlaufsstudie (3., 4., 6. und 8. Lebenswoche) zwischen der Cone-GFP und der 
Doppelmutanten cpfl1xCone-GFP Maus zeigte sich, dass die Anzahl der ZPR zu Beginn der Studie 
gleich sind, im weiteren Verlauf bei der Doppelmutante immer stärker abnehmen und mit 8 Wochen 
nur noch im ventralen Bereich vorhanden sind. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die 
Cone-GFP Maus ein potentiell sehr wichtiges Mausmodell werden kann, um weiterführende Grund-
lagenforschung an ZPR zu ermöglichen. Zum einen können ZPR durch FACS angereichert werden 
und zum anderen ist eine eindeutige und einfache Darstellung der ZPR in vivo durch die SLO-Technik 
möglich. Jedoch ist es wichtig, den Untersuchungszeitpunkt innerhalb der ersten 2 Monate anzusetzen, 
da die ZPR der Cone-GFP Maus danach fortschreitend degenerieren. Aufgrund der RT-PCR 
Untersuchung der NCKX-Familie in der angereicherten ZPR-Population der Cone-GFP Maus konnten 
weitere Mitglieder der NCKX Austauscher Familie in den ZPR identifiziert werden, wodurch die 
Aussage, dass der NCKX2-Austauscher die einzige Möglichkeit darstellt, um Ca2+-Ionen aus dem 
Außensegment der ZPR zu schleusen, relativiert werden muss. Die Slc24a2ENU-Mausmutante zeigt 
keinen offensichtlichen degenerativen retinalen Phänotyp. Die einzige Besonderheit stellt die 
sporadisch auftretende persistierende Arteria hyaloidea dar. Der bei einigen doppelmutanten Tieren 
auftretende retinale Phänotyp, der „AF-dots“-Phänotyp, ist möglicherweise auf den Stammhintergrund 
(C3H) zurückzuführen. Weitere Untersuchungen sind zur Klärung dieser Frage notwendig. Die cpfl1-
Maus ist das erste Modell für Achromatopsie, bei dem die Pathologie durch Mutationen im pde6c-Gen 
ausgelöst wird. Das cpfl1-Allel besitzt zwei unterschiedliche Mutationen, die beide zu einem 
verfrühten Abbruch der Proteinsynthese führen. Durch RNA-Untersuchungen konnte gezeigt werden, 
dass die cpfl1-Maus sich nur in der 1 bp Deletion von dem Parentalstamm BALB/c unterscheidet. 
Jedoch scheinen beide Mutationen einen Anteil an der Herausbildung des Phänotyps der cpfl1-Maus 
zu haben. Im Rahmen der vergleichenden Verlaufsstudie mit Doppelmutanten cpfl1xCone-GFP wurde 
als pathologischer Vorgang eine Degeneration und keine Aplasie der ZPR nachgewiesen, da im Alter 
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Cone photoreceptors are responsible for color vision and visual acuity. Total loss of cone function in 
humans, which results in achromatopsia, is followed by cone degeneration. The pathologic mecha-
nisms leading to the degeneration of the cones have not yet been totally deciphered.  
The purpose of this study was the characterization of mouse models with mutations in genes that are 
important for normal cone function. These two genes include the solute carrier protein SLC24A2 gene 
that is expressed in cones, and the PDE6C gene, which already has been identified as potential carrier 
of disease causing mutations.  
Animals of different mouse strains have been genotyped and subsequently euthanized for different 
investigations according to standardized methods. The eyes were either used as whole eyes, only the 
retina, or further processed to eye cups. A method for cone enrichment by fluorescent activated cell 
sorting (FACS) has been established. In addition, different methods on the level of DNA-, RNA-, and 
protein biochemistry (PCT; RT-PCR, cloning, Western blot) have been used as well as histological 
and immunhistological techniques. For in vivo investigations, scanning laser ophthalmoscopy (SLO) 
and electroretinography (ERG) were used.  
The Cone-GFP mouse line, in which green fluorescent protein (GFP) is exclusively expressed in 
cones, was used for the development of the cone enrichment method. A slc24a2ENU mouse model was 
generated by external sources and contains a point mutation at position 1722 (c.1722g>t) in the 
Slc24a2 gene, which encodes for the NCKX2 exchancher. A mouse model with two spontaneaously 
occurring mutations in the ped6c gene, the cone photoreceptor function loss 1 (cpfl1) mouse line, was 
also investigated. Cross breeding between these lines and with another mouse line, the Trα -/- mouse 
(containing a knock-out mutation in the rod transducin α subunit), resulted in double mutant lines Trα-
/-xSlc24a2ENU, Cone-GFPxSlc24a2ENU, und Cone-GFPxcpfl1. All of these mouse lines have been 
characterized. 
It was possible to enrich the cone population from the entire photoreceptor population by FACS 
technology in Cone-GFP mice. During the detailed analysis of this subpopulation by RT-PCR, only 
one single splice variant of the NCKX2 exchanger was found, while in RT-PCR investigations of the 
whole eye several splice variants could be detected. In addition, several further members of the NCKX 
exchanger family were detected during the investigation of the cone subpopulation (NCKX-1 and 4). 
The mutation in the slc24a2ENU allele could be identified on the DNA- and RNA level, but failed to be 
detected when investigating protein content. No differences were identified morphologically (SLO and 
histology) as well as functionally (ERG) between wild type and affected animals, except for a 




xSlc24a2ENU double mutant mice and pure Trα-/- mice. At the age of one year, the ERG was below 
detection level in slc24a2ENUxCone-GFP as well as pure Cone-GFP mice. Using the SLO technique, 
small autofluorescent areas, so called “AF dots”, could be detected in some of the double mutant mice. 
A reason for this phenomenon could not be found. 
Comparative genomic DNA analysis of intron 4 of the pde6c gene between cpfl1 mice and wild type 
C57Bl/6 mice revealed in cpfl1 mice a known insertion of 116bp, which is part of 1522bp genomic 
insertion. In addition, a 1bp deletion in exon 7 of the pde6c gene was also detected (c.1042delT). Both 
mutations are responsible for a frame shift resulting in a premature stop codon (p.E289fsX297 and 
p.L348fsX362). Comparative RT-PCR analysis of RT-PCR fragments from cpfl1 mice and from 
BALB/c mice (parental line) showed that both are carrying the 116bp deletion but not the 1bp dele-
tion, which is unique to the cpfl1 mouse line. ERG examinations of cpfl1 mice at the age of 3 and 6 
weeks could not reveal cone responses to light. A comparative and longitudinal SLO study (3rd, 4th, 6th, 
and 8th week of life) between Cone-GFP and double mutant cpfl1xCone-GFP mice showed that the 
total number of cones are equal at the beginning of the study but decrease in the double mutant mouse 
line progressively and are detectable at 8 weeks of life only in the ventral retina. 
The Slc24a2ENU mouse line does not develop a degenerative retinal phenotype. The only characteristic 
is the sporadically occurring persistent arteria hyaloidea. The retinal phenotype of “AF dots” is 
restricted to some of the double mutant animals and can potentially be explained by the background of 
the mouse line (C3H). Further investigations into this pathology are required. 
Because of the new technique of cone enrichment, the RT-PCR analysis of this subpopulation of 
photoreceptors revealed the presence of further members of the NCKX family of exchanger proteins 
within cones. It is therefore possible that the ability to exit calcium ions out of the cone outer segments 
is not restricted to the NCKX2 exchanger, which was thought until to date, but can also be performed 
by other members of that exchanger family. 
In addition, it has been demonstrated that the Cone-GFP mouse has the potential to become a very 
important mouse model for analyzing the cone subpopulation, either through the enrichment method 
or the simple in vivo detection by SLO technology. However, the study time point should be chosen 
within the first two months of life as the cone population decreases progressively afterwards.  
The cpfl1 mouse is the first model for achromatopsia, which is caused by mutations in the pde6c gene. 
Two mutations are known within the cpfl1 allele, that both lead to a premature stop codon. RNA 
analysis revealed that the 1bp deletion is the only difference between cpfl1 mice and the parental line 
BALB/c. However, both mutations seem to have implications in the retinal pathology in cpfl1 mice. 
The mechanism of cone photoreceptor loss is due to degeneration and not due to aplasia, as at 3 weeks 
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ATCTGTG  - original Pde6c Sequenz 
TTTTTTTT  - T-Stretch 
GAGGTAC  - diaphanous locus 
CAAATTC  - cDNA Insertion 
GGGCCTC  - LINE1 Element 
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